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RESUMO

A curiosidade do ser humano é algo que estard sempre presente no caminho da
humanidade, sendo este aspeto que nos faz querer perceber como nés e o mundo que nos
rodeia funciona. Com os diferentes estudos e ensaios realizados ao longo dos tempos, foi
possivel observar que os seres humanos ndo sdo tao diferentes de outros animais em diversos
aspetos, desta maneira, ao estudar os comportamentos e anatomia destes animais foi possivel
descobrir e estudar de forma andloga novos aspetos dos seres humanos.

Nesta dissertacdo o foco principal é o cérebro de rato da estripe Wistar e tem como
objetivo auxiliar o estudo desta estrutura. Mais especificamente foram usadas dois tipos de
imagens: uma de microscopia de sec¢cdes do cérebro do rato e outra de um atlas que
representam esquematicamente as primeiras. De modo a facilitar o processo de analise das
imagens de microscopia, esta dissertacdo explica o desenvolvimento de uma linha de
processos capaz de auxiliar esta etapa essencial na realizagao de qualquer tipo de estudo com
as estruturas.

O resultado obtido ao executar o método, publicamente disponivel num repositério?,
consiste na sobreposicdo da representacdo esquematica de uma parte do cérebro do rato com
a imagem de microscopia do tecido que Ihe corresponde, o que permite a visualizacdo mais
clara dos componentes presentes na imagem original da seccdo coronal do cérebro de rato,

auxiliando no seu estudo.

Palavras-Chave: Processamento de imagens, Atlas, Imagens histoldgicas de cérebros de rato,

Registo de imagens.

! https://github.com/6Hunter/Procesamento-de-imagens



https://github.com/6Hunter/Procesamento-de-imagens

ABSTRACT

The human curiosity is something that had always been present in mankind, being this on
of the aspects that makes us want to understand ourselves and the world surrounding us.
Over the years studies and essays have been written, in which is possible to realize that we
are not that difference from other animals in so many levels, thus, through the studies of the
anatomy and behavior of these animals, it was possible to find and study new aspects related
to the human being.

In this thesis the main focus is the rat brain of the Wistar strain and has as the main purpose
assist in the study of this. Specifically, 2 different types of images will be used: microscopy
from a section of the rat brain and its schematical representation from an atlas. In order to
ease the process of microscopy image analysis, throughout this thesis is explained the
development of a pipeline of processes capable of assisting in this crucial step of any kind of
study with these structures.

The outcome accomplished through this pipeline processes, publicly available in a
repository?, consist of the overlapping of the schematical representation of the section of the
rat brain and the related microscopy image of the tissue, allowing a clearer way to analyze the

different components of the source image of a rat brain coronary section, supporting its study.

Keywords: Image processing, Atlas, Brain rat histological images, Image registration.

2 https://github.com/6Hunter/Procesamento-de-imagens
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INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E MOTIVACAO

Atualmente existem milhares de estudos que possuem como objeto de estudo algum
6rgdo ou estrutura celular em roedores. O uso destes modelos comecou a ser cada vez mais
frequente, por estes apresentarem diversas caracteristicas similares aos seus humanos. E por
esta razdo que os estudos de algumas partes do ser humano, como o caso do cérebro, esteja
transposto em algum tipo de estudo ou ensaio relacionados com ratos.

Intrinsecamente relacionado com esta conveniéncia esta associado um processo de
observagdo das imagens microscdpicas obtidas do cérebro do rato, no caso desta dissertagao,
sob a forma de sec¢bes cortadas num plano coronal. Este processo de analise ainda é algo
realizado muito por métodos ndo mecanicos, ndo havendo grandes ferramentas que auxiliem
na identificacdo dos diferentes constituintes presentes na imagem retirada do tecido. Apesar
disto para cada imagem existe uma uniformizacdo de quais e onde se podem identificar os
diferentes componentes das imagens, esta uniformizacao da informacao é possivel através de
um atlas, este é constituido por representacdes esquematicas das diferentes sec¢des que em
conjunto representam o cérebro de um rato da estripe Wistar, adicionalmente pode suportar
diferentes planos de orientacdo das sec¢des mencionadas.

Desta forma nasce a necessidade de aumentar a proximidade entra as imagens de
microscopia retiradas das sec¢bes do cérebro de um rato e as suas representacoes
esquematicas, de modo a facilitar a sua andlise para a realizagdo dos objetivos que tém como

precedente estas imagens.

1.2 OBIETIVOS

A obtencdo de imagens do cérebro de roedor por Ressonancia Magnética tem varias
limitagdes, sendo a principal, o facto de ndao poder ser obtida aquando da execugao de uma
tarefa; tornando-se, portanto, dificil estabelecer correlatos anatomo-funcionais
particularmente ao nivel de redes complexas. Nesse sentido, a possibilidade de analisar
multiplos cortes de cérebro de rato em simultdneo, apds tarefa e com marcacdes relevantes
(e.g. imunohistoquimica), pode ser muito importante. Este trabalho tem como objetivo
principal o processamento de imagens do cérebro de rato, partindo de cortes histolégicos

preparados para imunohistoquimica convencional.
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Deste modo, um dos passos iniciais tem como foco a analise das imagens de microscopia

Otica, de diferentes planos coronais do cérebro, realizando etapas de pré-processamento

capazes de melhorar a qualidade da imagem através de diversos métodos.

No passo seguinte, usando técnicas de registo de imagens, serad estabelecida a forma

como os dois tipos de imagens, histoldgica e atlas, se relacionam, com o objetivo de alinhar

as mesmas, para ser possivel uma sobreposicdo dos diferentes tipos de informagao que as

imagens trazem para serem analisadas com uma sé.

Como objetivo complementar temos o auxilio no processo de analise de diferentes

secgOes ou caracteristicas do cérebro de rato, de forma a tornar todo este processo mais

intuitivo para qualquer pessoa que esteja a trabalhar com este tipo de imagens.

1.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo é constituida por 5 capitulos comegando com a introduc¢do na qual este

subcapitulo se inclui, com o complemento do contexto, motivagao e exposi¢cao dos objetivos.

Os restantes 4 capitulos sdo, sequencialmente, relacionados com:

Conceitos e tecnologias dos quais é necessario possuir conhecimento para a
compreensdo integral desta dissertacdo. E nesta sec¢do que serdo explorados
temas como a anatomia do cérebro do rato e as ferramentas usadas no
desenvolvimento da componente pratica associada a esta dissertagao.

Revisdo de literatura que consiste na exploracdo do ponto de desenvolvimento do
tema da dissertacdao na atualidade, abordando diversos artigos com temas
semelhantes ou relacionados com a tematica desta dissertacao.
Desenvolvimento da linha de processamento onde sera explicado o processo de
obtencdo e as caracteristicas dos materiais usados para o desenvolvimento da
dissertacdo. De seguida sera descrito de forma detalha todo o processo de
desenvolvimento da linha de processos, bem como de todos os resultados
obtidos.

Para terminar sera realizada uma discussdao comparando os resultados obtidos
com outros referentes a um estudo semelhante no ser humano. Adicionalmente
serd elaborada a conclusdo onde sera feita uma reflexdo sobre o trabalho

realizado, referido ainda o trabalho futuro que pode ser executado.
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2.1 ANATOMIA DO CEREBRO DE RATO

A base de estudo principal utilizada nesta dissertacdo é o cérebro de rato,

consequentemente, o rumo a seguir comeca pela exposicdo dos elementos principais deste
pilar do trabalho, para ser possivel uma melhor compreensao do trabalho desenvolvido como
um todo.

Como podemos observar na Figura 1, existem diferentes regides e estruturas no cérebro

que podem ser facilmente identificadas. Cada uma destas estruturas integra uma rede

funcional e possui nesse contexto uma ou varias fungdes.

T ——

1T

Figura 1 - Flatmap do CNS de um rato. Retirado de (Swanson et al., 2018)
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2.2 CEREBRO HUMANO VS CEREBRO DE UM RATO

Por norma, o cérebro de um rato macho possui um tamanho aproximado de 1971mm3
(Welniak-Kaminska et al., 2019) sendo cerca de 573 vezes mais pequeno que o de um ser
humano masculino uma vez que o valor do volume do mesmo é de 1130cm?3 (Cosgrove et al.,

2007).

Areas(Brodmannnumbers)

Human CNS flatmap 2.0

(for Brain maps 4.0)

~_ cox
44 _~ EPCLASD
46 a5 < INS(13-16)
451

[ Cerebrospinal trunk
[ Cerebellum
[[JCerebrum

Superiortemporal

CORTEX

Primarysulci

Figura 2 - Flatmap do CNS de um ser humano. Retirado de (Swanson et al., 2018)

Apesar desta diferenga de tamanhos, é possivel perceber que a anatomia de ambos possui
algumas semelhancas, através das Figura 1 e 2 podemos observar as diversas regides idénticas
presentes nas diferentes espécies. Como é por exemplo o caso do cortex cerebral e cerebelar,
entre muitas outras regides com estruturas que desempenham funcées semelhantes nos dois
seres vivos em questao.

Esta relacdo entre as estruturas e funcionamento das mesmas de ambas as espécies é
suportada por diferentes estudos como por exemplo: um estudo (Yamori et al.,, 1976)
relacionado com AVCs em ratos e seres humanos é possivel concluir que a estrutura dos vasos
sanguineos, que sustentam varias partes dos cérebros que os dois seres em estudo possuem,
é comum a ambos. Outro exemplo é o caso apresentado em (Terasaki & Schwarz, 2017), que
com o apoio de outros estudos associados, comprova que tanto nos humanos como nos ratos,

o consumo de alcool por parte de uma progenitora enquanto esta se encontra gravida, mesmo
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que ndao provoque a sindrome alcodlica fetal, pode ser prejudicial para a parte do

processamento cognitiva que o feto apresentara.

2.3 REGISTO DE IMAGENS

O registo de imagens é um processo computacional que permite realizar a unido de duas
imagens ou mais imagens, podendo estas ter sido retiradas em marcas temporais diferentes,
usando diferentes métodos ou usando diferentes perspetivas para ser possivel recriar
modelos bidimensionais ou tridimensionais (Wyawahare, Pradeep M. Patil, et al., 2009).

Para realizar o registo de imagens é importante ser capaz de efetuar a classificacdo do
processo para permitir o uso posterior dos métodos que mais se apropriam. Deste modo,
(Maintz & Viergever, 1998) enumera nove fatores para classificar o registo de imagens:
dimensionalidade, natureza da base de registo, natureza da transformacdo, dominio da
transformacao, interacdo, procedimento de otimizacdo, modalidades envolvidas, sujeito(s) e
o objeto.

A referida unido de imagens é executada através do mapeamento de pontos, linhas ou
areas de referéncia em ambas as imagens para que estas duas se possam relacionar. Deste
modo um registo de imagens pode ser usado aplicando diferentes métodos cada um com as
suas diferengas e peculiaridades. Assim, é necessario explora-los, através de uma breve
explicacdo, para perceber qual se podera adequar melhor ao nosso problema.

1. Métodos de registo intrinseco
Neste tipo de registo de imagens sdo usados objetos artificiais para desempenhar
a funcdao de marcadores para a realizagdo do registo das imagens retiradas com
estes objetos (Wan & Li, 2003).

2. Métodos de curva
Estes métodos usam curvas como pontos de referéncia, como é o caso das
extremidades de um objeto presente nas imagens, para, desta forma, ser possivel
detetar estas curvas nas outras imagens de modo a realizar o alinhamento das

mesmas (Wan & Li, 2003).



CONCEITOS E TECNOLOGIAS

Métodos de superficie

Neste tipo de métodos sdo procuradas superficies para estas serem o ponto
comum das diferentes imagens permitindo a realizacdo da adaptacdo das mesmas
com a area de referéncia (Wan & Li, 2003).

Métodos de momento e eixos principais

Para estes métodos existe a necessidade de as imagens serem muito semelhantes
pois estes tém como mecanismo de funcionamento o alinhamento do eixo
principal de uma estrutura da imagem permitindo assim corrigir rotacdes e
translagdes (Wan & Li, 2003).

Métodos de correlagao

Nestes casos, a semelhanca do caso anterior, as imagens devem ser similares
mudando apenas a sua fonte ou pequenos objetos pois estes métodos funcionam
realizando a maximiza¢do da semelhancga entre imagens do mesmo cenario (Wan
& Li, 2003).

Métodos de atlas

Em contrapartida, estes métodos usam um atlas sobre o objeto que esta presente
nas imagens para mapear diferentes exemplares, de forma a auxiliar na relacao
que se pretende fazer entre eles (Wan & Li, 2003).

Métodos baseados em maximizag¢do de informagdao mutua

Ja em relagdo a estes métodos, sdo usados processos de iteragdes até chegar aos
parametros de transformacdo em que a informacdo mutua das imagens atinja o
seu maximo (Wan & Li, 2003).

Métodos baseados em Wavelet

Estes métodos recorrem métodos de decomposicdao de imagens resultando em
coeficientes de Wavelet, que através do ajuste de parametros de transformacao,
sdo usados como parametro para chegar as imagens mais parecidas possiveis entre
si (Wan & Li, 2003).

Métodos baseados em redes neuronais

Como o proprio nome indica, este tipo de métodos usam as vantagens das redes

neuronais para realizar o registo de imagens (Wan & Li, 2003).
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REVISAO DE LITERATURA

3.1 REGISTO DE IMAGENS APLICADO EM ORGAOS DE SERES

HUMANOS

Apesar do nosso foco de estudo ndo estar presente nos seres humanos, existem diversas
técnicas que sdo usadas na investigacdao em estruturas do ser humano que podem ser Uteis
para a realizacdo desta dissertagao. Isto porque estes estudos abordam métodos que podem
ser transpostos para o estudo do processamento de imagens microscépicas de cérebro de
ratos marcados com IHC.

Como primeiro exemplo temos um estudo (Kutty et al., 2015) que revela a importancia
da reconstrucdo tridimensional das artérias coronais por esta técnica por permitir a realizacdo
de diagndsticos mais rapidos e mais precisos, neste caso, na doenga cardiaca coronaria, uma
das doencas mais mortais dos Estados Unidos da América no ano de 2010. Para obter estes
resultados foram utilizadas imagens de pacientes obtidas através de dois procedimentos
diferentes, IVUS e angiogramas corondrios, que com o auxilio de técnicas de registo de
imagens intermodais, ou seja, que é baseado em duas formas diferentes de imagens, permitiu
a criacdo de modelos tridimensionais, comecando pelo uso dos dois tipos de imagens
relacionadas entre si.

Um outro exemplo relevante dados os paralelos com o presente trabalho, é relativo ao
reconhecimento e vigilancia do cancro da prdstata (Orczyk et al., 2013), onde é proposto um
método para localizar a patologia num espaco tridimensional que é gerado utilizando imagens
histolégicas digitais e imagens de ressonancia magnética multiparamétrica in vivo que foram
obtidas por uma pequena amostra de apenas 3 pacientes que foram sujeitos a
prostatectomias radicais. Para ser possivel determinar a precisdo foram marcados 22 pontos
de referéncia internos juntamente com o coeficiente de Dice, que serviram também para fazer
a comparacdo dos diferentes métodos utilizados, como o de transformacdo rigida e
transformacdo affine. Este estudo suporta que o uso da técnica de registo transformacao
affine gera modelos mais precisos do que o uso de transformacdes rigidas.

No caso de outro estudo (Sengupta et al.,, 2022) que introduz uma perspetiva mais
abstrata, mas ndao menos util, relata um pouco de toda a evolucdo do campo do registo de
imagens na area da medicina comparando diferentes algoritmos que tém sido estudados e
introduzidos com a evolugdo e exploracdo desta drea. Para efetuar a comparacdo de alguns

dos algoritmos, baseados na intensidade, é usando apenas uma transformacdo rigida
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bidimensional de um par de imagens, de uma tomografia computadorizada e de uma
ressonancia magnética, obtendo resultados que revelam ser o algoritmo de Mutual
Information que se destaca pela sua precisao, robustez e velocidade de execugao

Por fim, ainda referente ao ser humano, mas ja relacionado com o cérebro, é apresentado
um método de reconstrucdo da superficie do cérebro em 3D utilizando imagens de
ressonancia magnética (Zhao, 2014). O algoritmo proposto para realizar esta reconstrucdo de
apenas a superficie do cérebro é de facil compreensdo utilizando apenas tridngulos como
forma de preenchimento e ligacdo entre as diferentes imagens resultantes da ressonancia.
Neste método é usado a heuristica da diagonal mais curta para decidir o mecanismo de
decisdo na formacdo do triangulo entre os pontos de referéncia que serdao unidos no processo
de reconstrucdo das imagens. Este algoritmo apresentado oferece uma imagem final que
pode ser considerada de boa qualidade (Figura 3) e que ainda possui a vantagem de reduzir a

complexidade computacional de outros métodos para a realizacdo deste processo.

Figura 3 - Resultado da manga da superficie do cérebro e sua reconstrugdo 3D. Adaptado de (Zhao, 2014)

Perante todos estes estudos, para além de todos os métodos que sdo usados para a
obtencdo e processamento das imagens, é possivel compreender a importancia da analise dos

diferentes tipos de imagens que podem impactar no desenvolvimento do setor da salde.

3.2 METODOS PARA ANALISE DO CEREBRO DE RATO

Para a realizacdo da andlise de cérebro de um rato foi necessdrio a criacdo de métodos

gue permitissem uma visualizacdo detalhada. Deste modo iremos destacar a andlise por
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imagens de microscopia, também conhecido por imagens histoldgicas, e a andlise por imagens
de ressonancia magnética.

No caso da andlise através de imagens de microscopia é necessdrio retirar o cérebro de
um rato para ser possivel realizar o estudo do mesmo, isto porque, é necessario realizar o
corte de varios segmentos para a analise do seu interior seguindo um plano de referéncia.

Os planos de referéncia das seccdes podem ser deduzidos pressupondo a posicao de um
rato em descanso numa superficie nivelada: um plano que é paralelo a superficie é axial, um
plano que é perpendicular a superficie e paralelo ao eixo de simetria do rato é sagital e, por
fim, um plano que também seja perpendicular a superficie, mas perpendicular ao eixo de

simetria do animal é um plano coronal.

Figura 4 - Imagens de microscopia dos planos axial, sagital e coronal respetivamente. Adaptado de (Paxinos &
Watson, 2007)

Qualquer um dos planos da Figura 4 permite visualizar as estruturas mudando apenas a
perspetiva com que vemos cada regido do cérebro do rato.

Terminada a fase de segmentacao do cérebro, é necessario estudar cada segmento
através da observacdo dos mesmos utilizando um microscdpio. Esta observacdo pode ser
preservada ao proceder com a realizacdao de fotografias individuais dos segmentos, sendo
cada uma catalogada seguindo pardmetros associados a pontos de referéncia que nos permite
deduzir que sec¢do do cérebro estamos a analisar.

Em relacdo a andlise recorrendo a imagens de ressonancia magnética, como o proprio
nome sugere, é necessario a realizacdo de uma ressonancia magnética a cabeca de um rato
para obter, a semelhanca do método anterior, as diferentes sec¢des do cérebro, permitindo,
desta forma, uma exposi¢cdo completa de todas as partes do cérebro como podemos observar

na Figura 5.
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Figura 5 - Representacgdo através de MRI dos planos axial, sagital e coronal. Adaptado de (Nie et al., 2013)

3.3 REGISTO DE IMAGENS DE CEREBROS DE ROEDORES

Nesta seccdo ja nos aproximamos mais de estudos relacionados com o foco de estudo
desta dissertacdo, dado que os estudos referenciados de seguir sdo a cerca de ratos ou
espécies de roedores que fazem sentido mencionar por serem anatomicamente semelhantes
entre si.

De forma a compreender e representar 6rgaos existe a construcdao de um atlas, sendo
este um exemplar padrdo que serve como referéncia para o estudo tanto das diferentes partes
gue constituem um 6rgdao, como também este como um todo. Deste modo, existe a
publicacdo de diferentes atlas do cérebro de um rato dependendo da sua estripe.

Num estudo (Dorr et al., 2008) foi desenvolvido um atlas com particularidade de este ser
em trés dimensdes, o que permite uma maior imersividade no uso do mesmo. Para o seu
desenvolvimento, foram usados 40 ratos da estripe C57BI/6J, sendo 20 machos e 20 fémeas,
com 12 semanas de idade. Com esta amostra, foram retiradas individualmente imagens de
ressonancia magnética com uma resolucdo de 32 um e, em cada uma destas imagens, foi
possivel visualizar até 62 estruturas cerebrais, que foram manualmente segmentadas para ser
possivel a construcdo 3D do atlas do cérebro com cada uma destas estruturas representadas.
Como observavel na Figura 6, as estruturas que se revelaram demasiado pequenas para a sua

observacdo foram incluidas como agregados.
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Figura 6 - A representa uma MRI de um, B,C e D representam, respetivamente, uma MRI com o labeling nos
planos coronal, sagital e axial e E é uma representacdo 3D do atlas de uma perspetiva da parte inferior do
cérebro. Retirado de (Dorr et al., 2008)

Outra espécie de roedores, que ¢é utilizada especialmente para estudos de
comportamentos sociais humanos, é o degu, que, de forma andloga, um estudo do cérebro
desta espécie explica a criacdo do seu atlas correspondente (Kumazawa-Manita et al., 2013).
Neste caso a estratégia utilizada difere, pois sdao usadas um conjunto de imagens histoldgicas
e de ressonancia magnética para a criacao deste atlas. Estas imagens foram obtidas utilizando
6 degus como amostra e, para a reconstrucao do cérebro cada imagem histolégica era
alinhada com a imagem de ressonancia magnética correspondente. O atlas gerado permite
uma visualizacdo exterior do cérebro tridimensionalmente bem como a visualizacdo de
qgualquer plano, permitindo assim uma representacdo mais proxima da realidade
proporcionando um estudo mais interativo.

Assemelhando-se mais ao tema desta dissertacdo o estudo (Stille et al., 2013) consegue,
através de imagens histoldgicas fluorescentes, ou seja, imagens de estruturas marcadas com
IHC, reconstruir o cérebro de ratos em 3D através de imagens de microscopia de sec¢bes do
cérebro, com o auxilio de um modelo de imagens de ressonancia magnética. Neste artigo sdo
usados ratos da estirpe Sprague Dawley onde, depois de retiradas as imagens referidas

anteriormente, é executada a linha de processos representada na Figura 7 em cada um dos
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conjuntos de imagens retiradas de cada espécimen, resultando num modelo com um erro de

registo de 0.323mm.

histological data set

MRI data set

==
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1
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Figura 7 - Fluxograma usada para a reconstrucdo do processamento das imagens. Retirado de (Stille et al.,

2013)

Nesta fluxograma é de elevada importancia o processo de registo das imagens 2D, pois

este processo tem uma grande influéncia na orientacdo e forma do modelo 3D final, deste

modo, foi seguida uma ordem de registo destas imagens. Primeiramente, é necessario

escolher uma imagem para ser usada como referéncia, tendo esta escolha um grande impacto

no resultado desta unido. Esta escolha pode ser efetuada manualmente, tendo como opc¢ao

mais ideal a imagem mais central com menos artefactos, ou automaticamente, idealmente

escolhendo a imagem com o menor numero de pixéis nulos ou, simplesmente, escolhendo a

imagem mais central. Depois de escolhida a imagem de referéncia, as restantes imagens sdo

registadas em associacdo com a imagem vizinha mais proxima da imagem de referéncia ou,

no caso particular das imagens adjacentes da imagem referéncia, com ela mesma. Podemos

observar este processo na Figura 8, em que a "slice Iref" representa a imagem de referéncia.
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o

n

Figura 8 - Processo de unido das imagens 2D para a criagdo de um modelo 3D. Retirada de (Stille et al., 2013)
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FLuxo DE METODOS PARA ESTUDOS NEUROFISIOLOGICOS DE IMAGENS DE CEREBRO DE RATO

4.1 MATERIAIS

As imagens que sdo objetos primdrios de estudo para o desenvolvimento desta
dissertacdo sdo segmentos de cérebro de ratos da estripe Wistar. Para a obtencdo das
imagens é necessdrio que, primeiramente, o animal seja anestesiado (Esteves et al., 2019),
profunda sendo de seguida executada uma perfuracdo intracardiaca com uma solucdo de 4%
paraformaldeido. Passamos de seguida a parte de remogao do cérebro do rato sendo ente
posteriormente seccionado sob o plano coronal em cortes de 50 um para de seguida realizar
o processo de imunorreagao sob as mesmas (Leite-Almeida et al., 2014).

Por fim, para ser possivel analisar cada segmento retirado do cérebro é necessario que
estes sejam observados por um microscépio onde também é possivel tirar uma fotografia,
como o exemplo apresentado de seguida, para deste modo analisar a mesma usando diversas

ferramentas com diferentes propdsitos.

Figura 9 - Imagem de uma secgdo do cérebro de um rato

Apds este processo de obtencdo das imagens histoldgicas, ainda é necessario realizar a
escolha da imagem do atlas (Paxinos & Watson, 2007) que mais se assemelha a primeira. Com
a posse de ambas as imagens, estdo reunidas todas as condicGes para iniciar os métodos

presentes no fluxo de processamento destas imagens.
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Pré Procel.r.samenta das imagens Linha de Processamento das Imagens de Cérebro de Rato

Pré Processamento das Imagens de Microscopia

Pré Processamento das Imagens do Atlas

Figura 10 - Fluxo de processos usado para o estudos neurofisioldgicos de imagens de cérebro de rato

O esquema apresentado na Figura 10 apresenta de forma esquematica todos os processos
efetuados durante a linha de processamento para a obtencdo da imagem resultante. Como
podemos observar a primeira grande secc¢ao, destacada pelo verde mais claro é a parte do
pré-processamento das imagens, tanto de microscopia, como a do atlas.

Os processos de pré-processamento de imagens tém como objetivo melhorar a qualidade
das imagens, dando mais destaque as partes esséncias das imagens e moldando as mesmas

de acordo com o seu propdsito.

4.1.1 IMAGENS HIiSTOLOGICAS DE CEREBRO DE RATO

Pela observacdao da imagem usada como exemplo é possivel destacar diferentes
caracteristicas, como a falta de contraste nas tonalidades de cinzento da imagem, a existéncia
de "ruido", ou seja, contelddo que nao representa informacao relevante, no fundo da imagem
e, ainda, o tamanho grande da imagem devido a sua natureza e finalidade. Todas estas
propriedades da imagem concebem a imagem uma margem de melhoria para proporcionar
uma maior qualidade dos resultados que serdo obtidos.

Deste modo foi decidido utilizar a libraria de processamentos de imagens em Python
chamada de scikit-image (Van Der Walt et al., 2014). Nesta fase foi usada a funcdo de
rescale_intensity em par com a técnica dos percentis. Estas técnicas podem ser usadas quando
o valor dos pixéis de uma imagem representa tons de cinzento, com os valores compreendido
entre 0 e 255, quando esta condicdo se verifica comegamos por atribuir ao valor mais pequeno
entre os pixéis da imagem o valor de 0 se este ndo for o caso e o valor de 255 aos que possuem

o valor mais alto, criando assim um maior contraste entre o valor minimo e o valor maximo
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da imagem. De seguida é necessario distribuir os restantes valores para criar também mais
contraste entre eles através de uma série de operagdes aritméticas tendo como referéncia os
valores do minimo e maximo originais da imagem acabando assim por obter umaimagem com
muito mais contraste (Contrast Adjustment with scikit-image — Data, Science, Energy). O

resultado desta operacdo naimagem do cérebro de rato estd representado na figura seguinte.

gy

Y

Figura 11 - Imagem do cérebro de rato apds aplicacdo de métodos de pré-processamento

A questdo que surgiu de seguida foi a remoc¢do do fundo da imagem para esta possuir
com mais clareza uma distin¢do entre a estrutura sobre a qual é pretendido realizar o registo
e o fundo da imagem. Na solucdo desta parte foram aplicados dos métodos da classe
morphology da libraria scikit-image utilizados para a criacdo de mascaras de imagens,

resultando numa imagem com um notavel contraste entre as estruturas e o fundo.
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Figura 12 - Mascara de uma secgdo do cérebro de um rato

Apesar da mascara resultante retirar maior parte do fundo ainda existem algumas partes
da mascara que sdo ruido para o conteudo essencial da imagem. Estas partes da imagem
foram retirados recolhendo todas as areas individuais da mdscara geradas e ficando apenas

com a maior, pois o resultado ird sempre representar a parte essencial da imagem.

Figura 13 - Mascara final sem ruido no fundo

Com o intuito de obter resultados mais confiaveis e para potenciar as condi¢des 6timas
da imagem ainda iremos, de forma manual, retirar a parte do segmente de cérebro de rato
gue se encontra a mais nesta imagem, com a finalidade de simular uma foto com apenas

uma Unica estrutura. Para isto, ao invés de retirar esta parte da imagem inicialmente, com a
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possibilidade de influenciar os processos de contraste e filtragem dos diferentes elementos
da imagem referidos anteriormente, essa etapa foi executada na mdscara produzida pelo
pré processamento da imagem, podendo, desta forma, refletir as mudancas executadas na

imagem resultante.

Figura 14 - Mdscara da imagem original com remog¢dao manual da estrutura excedente

Por fim aplicamos a mdscara obtida, ou seja, aos pixéis originais da imagem em que
aplicamos a imagem, se estes se encontram representados a preto na mascara continuardo a
preto, em contrapartida, se estes estiveram representados a branco é indicacdo que sao
informacao relevante da imagem e que devem ser, desta forma, atribuidos ao seu valor
original. Neste contexto a imagem previamente processada, em relagao ao seu contraste,
sera a escolhida para a aplicagdo da mascara de forma a obter uma imagem com bom
contraste entre os diferentes componentes da sec¢ao de cérebro e sem elementos

extraordinarios a informagao relevante.
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Figura 15 - Imagem apds a aplicagdo do pré-processamento

4.1.2 IMAGENS REFERENTES AO ATLAS

As imagens que irdo completar as seccdes do cérebro com as informacdes sobre as
diferentes partes que constituem a estrutura sao referentes ao atlas de Paxinos (Paxinos &
Watson, 2007). O mesmo é composto por trés categorias de orientacdo, axial, sagital e
coronal, mas para haver uma relacdo entre os dois tipos de imagens em processamento
iremos usar a orientagdo coronal, reduzindo, desta maneira, o banco de imagem para as 161
imagens. Estas correspondem a uma representacdo esquematica das secc¢des retiradas do
cérebro de um rato da estripe Wistar, com um intervalo entre si de 120 um (Paxinos & Watson,
2007) ao longo do comprimento do mesmo.

Com o propésito de facilitar a relacdo entre as duas imagens iremos utilizar a imagem do

atlas referente a da seccdo anterior.
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Figure 35

Interaural 8.76 mm Bregma -0.24 mm

7 6 5 a 3 2 1 0 1 2 3 a 5 3

Figura 16 - Figura 35 do Atlas. Retirada de (Paxinos & Watson, 2007)

Pela observacdo deste exemplo de uma imagem do atlas podemos observar diversos
componentes, cada um com um carater informativo diferente relativamente a representacao
esquematica da seccdo de cérebro do rato da estirpe Wistar.

Primeiramente, no canto superior direito temos uma referéncia visual da representacao
do plano sagital central do cérebro do rato, onde a linha vertical representa a localizacdo que
a imagem do atlas em questdo representa. Os referenciais que se encontram neste pequeno
esquema sao alusivos a dois tipos de medidas que podem ser usadas para navegar pelas
coordenadas do cérebro de diferentes espécies de rato(«A stereotaxic atlas of the albino

mouse forebrain», 1979).

Incisor Bar

Interaural Line

Figura 17 - Esquematizac¢do do cranio do rato com indicagao das origens dos dois referenciais, Bregma e
Interaural. Retirada de (Paxinos et al., 1985)
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Vinculando as informagdes sobre a imagem do cranio e as medidas apresentadas nos
cantos inferiores da imagem do atlas, rapidamente percebemos que o ponto Bregma e a linha
interaural, representam a origem de cada um dos respetivos referenciais, deste modo, o valor
apresentado em cada uma das medidas representa a distancia entre a sec¢ao do atlas e a
origem do referencial que o observador estiver a utilizar.

Por ultimo, mas ndo menos importante, a imagem do atlas possui identificacdo dos
diferentes componentes da estrutura representada e delimitada com as linhas de cor azul. A
denominacdo dos mesmos é executada através de siglas, em que é possivel aceder as legendas
correspondentes no atlas em que esta imagem estd incluida.

Apesar de todas estas informacdes serem vitais para a utilidade do projeto, as mesmas
nao ajudam no processo de registo dos dois tipos de imagens, representando apenas ruido
para a operacdo. Portanto, foi imperativo o isolamento das linhas que representavam
efetivamente a sec¢do do cérebro do rato, assim, observando a imagem é possivel denotar
gue estas linhas possuem uma cor diferente (azul) em relacdo aos restantes componentes.
Consequentemente, foi aplicado um filtro de cores que isolava os tons de azul utilizando a
ferramenta "Color Threshold" (Sankur, 2004) do ImageJ, ficando apenas as partes de tons azul

como resultado que podemos evidenciar na imagem seguinte.

Figura 18 - Imagem do atlas apds a filtragem

Com este resultado, deixamos de ter informagdo com a qual ndo é possivel realizar com
a imagem da seccdo do cérebro de rato, sobre a qual é pressuposto realizar o registo de

imagens. Apesar da clareza da informacdo vital para este processo, um grande problema é
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ndao haver uma distingao evidente entre o fundo da imagem e a estrutura, sendo ambas
marcadas a branco, adicionalmente, algumas partes do fundo sdo azul como as delimita¢des
dos diferentes componentes da estrutura.

Refletindo sobre estas adversidades, o ponto seguinte deste pré-processamento das
imagens do atlas sera distinguir os diferentes constituintes do atlas. Deste modo, usando mais
uma vez o Imagel, o atlas sofreu uma transformacgao para que o fundo se tornasse preto e a

area referente a estrutura manter-se branca, obtendo o seguinte resultado.

Figura 19 - Resultado final do pré processamento das imagens do atlas

Como podemos observar, o resultado distingue evidentemente as duas grandes areas
gue constituem uma imagem do atlas, tornando o processo de registo de imagem mais

propicio ao sucesso.

4.2 METODOS

Terminado o pré-processamento de ambas as imagens que s3ao pontos centrais desta
dissertacdo, é altura de avancar para a realizacdo do registo de ambas as imagens.

Como ja referido anteriormente, para este processo ser bem-sucedido é necessdrio
encontrar a imagem do atlas correspondente a imagem de microscopia do cérebro do rato. E
possivel efetuar este processo de duas maneiras, uma mais comum sendo por observacao de
ambas as imagens chegando a conclusdo de qual a parte do atlas que mais se assemelha a

imagem de microscopia, o segundo método consiste em calcular a imagem do atlas seguindo
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os pontos de referéncia denominados de Bregma e/ou linha interaural a partir da estrutura
da qual foram retiradas as imagens das sec¢des do cérebro de rato. Nesta dissertagao foi
seguido o primeiro método para corresponder a imagem de microscopia, que temos usado
como exemplo ao longo do documento, a 352 imagem do atlas, também usada como
referéncia nas secgoes anteriores.

Sendo a técnica de registo de imagens um processo computacional bastante custoso, num
contexto temporal e de uso de recursos, e, adicionalmente, por as imagens serem de
tamanhos consideravelmente diferentes, foi estabelecido como solucdo de ambos os
problemas a diminui¢do proporcional da imagem microscépica da sec¢ao do cérebro de rato
para o tamanho aproximado da imagem do atlas usando o método Image>Adjust>Size do
ImagelJ, atribuindo o tamanho do comprimento do atlas ao comprimento da imagem
histoldgica.

De seguida foi novamente usado a ferramenta ImageJ, mais concretamente um plugin de
registo de imagens denominado de bUnwarpJ que consiste na realizacdo do registo de duas
imagens através de deformacgdes eldsticas (Arganda-Carreras et al., 2006), para isso depois de
iniciar o plugin temos uma série de pardmetros que podemos manipular de forma a

aperfeicoar o registo que serd executado.

Tabela 1 - Descrigdo das varidveis do plugin bUnwarpJ) do Image)

Parametro Descricao Valor
Source Image Imagem sob a qual irda ser aplicada a | Mascara da imagem do atlas
deformacao
Target Image Imagem de referéncia da deformacgao Madscara da imagem histoldgica
Registration Fast e Accurate sao modos que realizam o | Mono, visto que ndo traz nenhum
Mode registo bidirecionalmente valor o resultado do outro registo

Mono é o modo que realiza apenas o
registo da source image na target image

Advanced Possui parametro dos pesos e modos das | Default, dado que o Unico peso com
Options transformacgdes iniciais e finais valor é o peso das imagem, sendo o
mais importante neste caso

Verbose Permite a observacdo da execu¢do dos
algoritmos envolvidos no plugin

Save Permite guardar a imagem resultante do | Esta caixa deve ser marcada pois o
Tranformation | registo, assim como, um ficheiro txt com os | ficheiro de texto vai ser utilizado

parametros associados a transformacao posteriormente
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Pelas observacdes da descricdo dos parametros manipuldveis chegamos aos valores e
condicdes oOtimas para a realizagdo do registo das duas imagens que provém do pré-
processamento descrito anteriormente que podem ser observados na Tabela 2.

Apds serem colocados todos estes parametros no local destinados, é executada o registo
das duas imagens, obtendo como resultando dois tipos de ficheiro. Uma imagem no formato
Tiff com 3 camadas, uma com a imagem resultante do registo de imagens, outra com uma
projecdo dos vetores usados para a deformacdo da source image, neste caso na imagem do
atlas, e, por ultimo, o resultado da aplicacdo dos vetores aplicados numa grelha representativa
da imagem. Adicionalmente ainda é gerado um ficheiro de texto que contém os parametros
usados na transformacdo elastica realizada no registo das duas imagens.

E precisamente este ficheiro de texto que contém a informacdo vital resultante do
processo de registo das imagens, isto porque, as imagens sobre as quais foi realizado o registo
nao contém nenhuma informacao sobre a natureza das imagens iniciais, ndo possuindo, desta
forma, as informacdes que tornam o fruto deste processo tao produtivo. Consequentemente,
utilizamos este ficheiro .txt para realizar a deformagao na imagem original do atlas que
contém toda a informacdo das estruturas presentes na imagem de microscopia da sec¢ao do

cérebro de rato.

MPOM DEn

acer 0 T oAl

Figura 20 - Imagem do atlas pds deformacao elastica utilizando os parametros do ficheiro de texto

Este processo é realizado utilizando o menu secundario do plugin utilizado anteriormente
gue permite realizar diferentes operacdes, como conversdes, composicdes, comparacdes e

inversdes de diferentes tipos de transformacdes, deformacdes de imagens através de
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coeficientes de transformacgao lidas através de um ficheiro de texto e guardar/aplicar marcos
nas imagens.

Antes da operacao final de sobreposicdo das duas imagens apds a realizacdo do registo
das mesmas, ainda é necessario fazer a adaptagdo da imagem do atlas transformada com a
imagem original da sec¢do de cérebro de rato. Desta vez, a diferenga de tamanho é tratada
da maneira inversa, isto é, utilizando na mesma a ferramenta Image>Adjust>Size do Image),
aumentamos proporcionalmente a imagem do atlas processada com o registo, até a medida
do comprimento da imagem histoldgica original ficando apenas com uma pequena diferenca
nos racios das imagens.

Desta maneira, depois de concluidos todos os passos necessarios podemos realizar a
sobreposicdo das duas imagens através de um processo de sobreposicdo utilizando a fungao
addWeighted da livraria de Python opencv, resultando na imagem 21. Neste processo ainda é
possivel optar pela sobreposicdo com a imagem de microscopia original ou sobre a qual ja foi
aplicada a mascara, que retirou todas as partes dispensdveis da imagem da secc¢do de cérebro
de rato. Nesta imagem resultante é possivel observar as diferentes estruturas associadas a
imagem de microscopia com uma legenda proporcionada pela imagem do atlas

correspondente permitindo uma analise da imagem mais rapida, intuitiva e informativa.

Figura 21 - Resultado final da linha de processos descrita

No fim de todo este processo de manipulagdao de duas imagens chegamos a um resultado
que carrega o melhor de ambas as imagens numa sé e de forma que nos permite realizar uma

andlise de uma forma mais simplificada. Podemos observar que a imagem do resultado

29



FLuxo DE METODOS PARA ESTUDOS NEUROFISIOLOGICOS DE IMAGENS DE CEREBRO DE RATO

apresenta uma grande precisdo nas margens da estrutura da imagem e, apesar de os
componentes interiores ndao possuirem qualquer valor no momento do registo das imagens,

como o caso das margens, estas possuem uma etiquetagem bastante competente.

4.3 RESULTADOS

Nesta seccdo serdo expostos mais exemplos de imagens resultantes de todo o processo
descrito anteriormente, no qual, para cada imagem individual foi necessario atribuir aimagem
correspondente do atlas, sendo este um passo essencial para o resultado fazer sentido quando
for analisado.

Como primeiro exemplo iremos utilizar a imagem seguinte em conjunto com a imagem

numero 12 do atlas que temos usado nesta dissertagao.

Figura 22 - Imagem de microscopia de cérebro de rato relativa a imagem 12 do atlas
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Figure 12

Interaural 11.76 mm Bregma 2.76 mm

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 23 - Figura numero 12 do atlas. Retirada de (Paxinos & Watson, 2007)
Comecando o processo pelo pré processamento das imagens, criando as mascaras,
realizando o processo de registo das ultimas e, por fim, aplicando os resultados obtidos na

imagem no atlas para a sobreposicao final obtemos o seguinte resultado.

Figura 24 - Resultado do processo de registo de imagens referente a imagem 12 do atlas

Analisado o resultado desta linha de processamento podemos observar diferentes
pontos. Primeiramente verificamos evidentemente que as linhas exteriores do atlas se
aproximaram bastante das extremidades da imagem de microscopia, de forma sincrona, a
linha central também se encontra no local correto. Uma das falhas que pode ser vista logo

antes do processo iniciar é o facto de nenhuma imagem do atlas se assemelhar com grande
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exatidao devido ao erro humano que pode ocorrer durante o processo de corte das seccoes
do cérebro de rato, podendo acontecer a criagdo de um angulo ndo reto com o eixo de
simetria da estrutura, resultando, desta forma, em cortes onde diferentes partes da imagem
histoldgica sejam representadas por diferentes imagens do atlas para que as estruturas
correspondam a realidade representada. Adicionalmente, ainda é possivel perceber que as
estruturas que sao facilmente visiveis na imagem, ndo estao totalmente alinhadas com os
esquemas presentes no atlas.

De forma analoga podemos observar o processo da seccdo seguinte a apresentada
anteriormente, deste modo iremos analisar a imagem microscdpica da sec¢ao de cérebro de

rato associada a imagem 13 do atlas.

Figura 25 - Imagem de microscopia de cérebro de rato relativa a imagem 13 do atlas
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Figure 13

Interaural 11.52 mm Bregma 2.52 mm

7 6 5 4 3 2 1 ] 1 2 3 4 5 6 7

Figura 26 - Imagem 13 do atlas. Retirada de (Paxinos & Watson, 2007)
Antes de revelar este resultado final do processo desenvolvido, também é possivel
perceber que esta aproximacdo do atlas a imagem da secc¢ao do cérebro de rato ndo é a mais

apropriada devido ao declive que aconteceu no corte das sec¢des do cérebro.

Figura 27 - Resultado do processo de registo de imagens referente a imagem 13 do atlas
Observando esta imagem final, da mesma forma que a imagem anterior, é possivel
identificar que as margens da estrutura e a sua representagao do atlas coincidem bastante
bem. No caso das estruturas interiores é possivel repara que as que correspondem ao lado

direito da estrutura estao visivelmente aproximadas as linhas do atlas, isto porque, esta parte
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da imagem se assemelha mais a figura do atlas que foi escolhida para realizar todo o processo
descrito anteriormente.

Por fim temos mais um exemplo, desta vez relativo a sec¢do adjacente da que foi utilizada
como exemplo na descricdo do processo e que foi utilizada para alcangar o objetivo principal

desta dissertacao.

1 mm

Figura 28 - Imagem de microscopia de cérebro de rato relativa a imagem 34 do atlas

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Figure 34

Interaural 8.88 mm —~—& = o Bregma-0.12 mm

7 6 5 a 3 2 1 0 1 2 3 4 5 3 7

Figura 29 - Imagem 34 do atlas. Retirada de (Paxinos & Watson, 2007)

Observando estas duas imagens iniciais do processo de registo, podemos identificar que
talvez o maior desafio do processo sera realizar a rotacdo para que as estruturas de ambas as

imagens correspondam da forma mais exata possivel. Passamos entdo para a observacao do
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resultado do processamento destas duas imagens pelo método descrito nas secgdes

anteriores.

|
|4 v HDB
E

el Bregms

[ g mm . g
\nteraur? |M

Figura 30 - Resultado do processo de registo de imagens referente a imagem 34 do atlas

Este resultado, de todos os que vimos até agora, é evidentemente o pior. Apesar disso, a
maior preocupac¢ao deste processo, a distor¢do para a inclinagdo da estrutura relativamente
ao atlas, foi realizado com bastante sucesso, desta maneira, o que torna este resultado tao
diferente dos outros, relativo a qualidade, tera de ser devido a outro fator. Analisando
novamente as imagens iniciais reparamos noutro motivo que pode estar a provocar este
resultado indesejado, sendo este, a grande discrepancia no ratio das imagens. Este fator
torna-se um grande problema no processo executado, porque a sobreposicdo da imagem
deve ser feita por imagens com tamanhos bastantes semelhantes, isto &, se a proporc¢ao das
imagens for bastante diferente, ao aumentarmos a imagem do atlas proporcionalmente com
as suas dimensodes originais, acabamos com duas imagens em que uma das dimensodes, no
caso do nosso processo a altura, bastantes diferentes, o que faz com que as imagens em pouco
coincidam uma com a outra.

Em suma, é possivel perceber que com a utilizacdo desta linha de processos é possivel
alcancar bons resultados relativamente as linhas exteriores das estruturas das imagens
microscopicas com a sua representacao nas imagens respetivas do atlas. O que faz bastante
sentido ja que os coeficientes de deformacdo utilizados na imagem do atlas sdo originados
pela realizacdo do registo das mascaras de ambas as imagens onde apenas é possivel observar

a diferenca entre o fundo e a estrutura. Adicionalmente, podemos concluir que antes de o
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processo iniciar devem ser analisados diferentes fatores, como o declive do corte da estrutura
da imagem microscépica, a presenga de estruturas adicionais no momento da realizagdo das
fotografias de microscopia, bem como a proporcdo de ambas as imagens, pois todos estes
aspetos podem fazer com que o resultado obtido ndo seja o mais desejado ao fim de realizar

todos os processos desenvolvidos e explicados nesta dissertacao.
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5.1 DISCUSSAO

Esta seccdo tem como foco discutir os resultados obtidos com a realizacdo de todos os
processos desenvolvidos ao longo desta dissertacao. Para chegar a este objetivo, o melhor
método de andlise neste caso serd a utilizagdao de um estudo semelhante, comparando os
resultados obtidos nos dois casos e perceber quais as principais diferencas que trazem os
dois métodos apresentados.

Desta forma, iremos usar um estudo (Das & Bhattacharya, 2011) sobre o cérebro de um
ser humano em que o registo de imagens seja efetuado de forma semelhante, ou seja, usando
imagens diferentes. No caso do ser humano, para executar o registo de imagens com mutua
informacdo é normalmente usado dois tipos de imagens obtidas por procedimentos
diferentes, com a tentativa de fazer com que os pontos fortes de ambos os métodos serem
conjugados.

Utilizando imagens do cérebro de um ser humano obtidas pelos processos de ressonancia
magnética e tomografia computadorizada, é usado o método de registo por deformacao
denominado de transformacdo affine para uma aplicacdo nas diferentes imagens
correspondentes a regido ventricular do cérebro em questdo. Os resultados presentes na
figura 31 sdo obtidos usando dois algoritmos diferentes, o GA (General Algorithm) e o PSO

(Particle Swarn Optimization)(Das & Bhattacharya, 2011).

Reference Image Floating Image Registration using GA Registration using PSO

Figura 31 - Imagens de referéncia e transformacdes da segunda imagem usando os algoritmos de registo GA e
PSO. Adaptada de (Das & Bhattacharya, 2011)

Neste caso a decisdao da melhor forma de realizar o registo das duas imagens é comparado
usando a métrica da correlacdo entre a imagem fixa e a imagem que é deformada através dos
algoritmos GA e PSO. No nosso caso como nao possuimos nenhum método quantitativo dos
resultados obtidos resta a opcdo de comparacdo visual para perceber se os nossos resultados

se encontram muito diferentes dos obtidos neste artigo.
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Assim sendo, comparando as imagens transformadas com a imagem de referéncia é
possivel observar que os limites exteriores da estrutura ndo se encontram tao bem alinhados
como no caso das imagens produzidas pelos processos usados nesta dissertacao. Outro fator
a ter em conta na analise das imagens é o alinhamento das estruturas presentes nas imagens,
no caso destas imagens é possivel denotar que algumas estruturas estdo relativamente
alinhadas, ja no caso da dissertagdo depende um pouco de como as estruturas se encontram
na imagem histoldgica.

Em suma, o procedimento utilizado neste estudo produz resultados mais focados nos
pontos que permitem realizar a relagdo entre elementos comuns das duas imagens, ao
contrdrio desta dissertacdo em que os métodos usados geram uma imagem com um
alinhamento sobre a borda da estrutura presente na imagem e nao sobre as partes especificas

da estrutura.

5.2 CONCLUSAO

A analise de qualquer tipo de dados é parte fundamental dos projetos associados, por
isso mesmo, cada vez mais existem ferramentas que nos auxiliam a manipular os diferentes
tipos de dados que estamos a processar. Apesar disto ainda existem tipos de dados novos ou
mesmo muito especificos em que estas ferramentas ndo podem ajudar de forma tao direta e
acessivel.

Deste modo, esta dissertacdo tem por base um problema que existe na analise das
imagens histoldgicas retiradas de um cérebro de rato sob a forma de seccdo coronais. Este
problema esta relacionado com o facto de a analise destas imagens ser puramente visual
tendo apenas como auxilio a imagem de um atlas. Apesar de haver este suporte pelo atlas, a
representacdo esquematica nao referencia de forma automatica os componentes presentes
na imagem microscopica, pelo que esta associacdo também necessita de ser realizada de
forma visual e, se for necessaria, delimitada manualmente.

Depois de analisar todos os desafios que provinham das imagens originais foi necessario
estudar como relacionar ambas as imagens de forma a solucionar o problema apresentado.
Utilizando uma ferramenta, o Imagel, como auxilio e algumas bibliotecas de Python, foi
possivel alcancar um resultado que, apesar de possuir algumas condi¢des sobre as imagens

originais para produzir bons resultados, permite alcangar e cumprir os objetivos de auxilio na
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observagao nestas imagens e, desta maneira, acelerar os estudos relacionados com este tipo
de seres vivos. O método desenvolvido pode ser encontrado num repositério online3, que para
além do script do método desenvolvido, ainda contem todas as imagens do atlas no formato

que foi utilizado para o processo de registo das imagens.

5.3 TRABALHO FUTURO

Como trabalho futuro, seria importante incorporar uma forma de corrigir alguns dos erros
humanos associados ao corte das seccoes deste pequeno cérebro de rato através da possivel
divisdo dos dois tipos de imagens em metades ou mesmo quadrantes, para resolver o
problema associado ao declive formado pelo corte e ser possivel associar cada subimagem a
respetiva subimagem do atlas, podendo estas corresponderem a diferentes secgdes.
Adicionalmente, para tornar este processo ainda mais auténomo, seria criar uma forma de
calcular a similaridade entre as imagens do atlas e as imagens da estrutura de modo a

proceder a atribuicdo da imagem do atlas correspondente de modo automatico.

3 https://github.com/6Hunter/Procesamento-de-imagens
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