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Resumo: Softwares de bioimage sdo utilizados para a analise de imagens microscopicas e auxiliam os usuarios em
suas tomadas de decisdes, a usabilidade pode limitar o seu uso. Objetivos: Desenvolver um software de bioimage que
pode ser acessado em um navegador web. Auxiliar patologistas e outros usudrios na tomada de decisdo, minimizando
a subjetividade de suas avaliagdes. Métodos: Foram realizados estudos nos softwares de bioimage open sources, o
qual foram identificadas as caracteristicas positivas e negativas, permitindo a escolha das tecnologias apropriadas para
desenvolver o ambiente. Resultados: O trabalho proveu um software de bioimage para analise citomorfométrica usando
imagens tridimensionais que pode ser acessado por meio de um navegador web. Conclusdo: O ambiente proposto é
capaz de subsidiar os usuarios com informagdes sobre as estruturas das células para tomada de decisdo, fornecendo dados
quantitativos e permitindo a exploragdo por meio de uma cena tridimensional.

Palavras-chave: Biologia Computacional; Imagem Tridimensional; Patologia.

Abstract: Bioimage softwares are used for the analysis of microscopic images and assist users in their decision making,
usability can limit its use. Purposes: Develop a bioimage software that can be accessed through a web browser. Assist
pathologists and other users in decision making, minimizing the subjectivity of its evaluations. Methods: Studies were
carried out in the bioimage open sources softwares, which have been identified the positive and negative characteris-
tics, allowing the choice of the appropriate technologies to developing the environment. Results: The work provided a
bioimage software for histomorphometric analysis using three-dimensional images that can be accessed through a web
browser. Conclusion: The proposed environment can subsidize the users with information on the structures of cells to
decision making, providing quantitative data and allowing the exploration of a three-dimensional scene.

Keywords: Computational Biology; Three-dimensional image; Pathology.

Introducéo

O termo “software de bioimage” surgiu para categorizar as aplicagdes que manipulam imagens
microscopicas. Os métodos computacionais disponibilizados pelos softwares de bioimage se tornam
uma importante ferramenta para diminuir a subjetividade, e auxiliar por exemplo, na avaliagdo de
graduagdes de tumores por meio da analise de células cancerigenas!.

O profissional da area da saude deve ser capaz de manusear sem muitos esfor¢os um software para
auxilia-lo em suas tarefas cotidianas, atualmente a maioria dos softwares de bioimage sio aplica¢des
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locais, que requerem a instalacdo e configuragao no sistema operacional do usuario. Com os avangos
da internet as Tecnologias da Informacdao e Comunicagdo (TIC) estdo sendo utilizadas de forma
crescente na area da satide para auxiliar a tomada de decisdes?.

Um estudo publicado por Cardona ¢ Tomancak® apresentou que a usabilidade nos softwares de
bioimage tem sido um desafio ¢ também pode ser um fator limitante para o seu uso, pois 0s usuarios
com conhecimento basico em computacido devem ser capazes de realizarem os seus experimentos no
software disponibilizado. Caracteristicas como a facilidade na instalag¢do, suporte a varias platafor-
mas, atualizacdo automatica e integragdo com outros softwares podem contribuir com a usabilidade.
Além disso, o estudo ainda ressalta que a disponibilizagdo do software na nuvem evita muitos pro-
blemas de instalagdo e possibilita sua utilizacdo remota, além de permitir o compartilhamento dos
resultados com outros usudrios espalhados pelo mundo, quebrando assim barreiras geogréaficas.

Segundo Eliceiri et al., disponibilizar um software em uma arquitetura na nuvem permite apro-
veitar a escalabilidade, ou seja, o aumento do poder computacional de forma simplificada, fornecida
por esse estilo arquitetural.

Desta forma, o trabalho proposto tem como objetivo o desenvolvimento de um ambiente para
analise citomorfométrica em imagens extraidas de microscopicos por meio da reconstrugdo tridimen-
sional (3D), possibilitando a exploracdo das informacgdes no navegador web. O ambiente proposto for-
nece técnicas de visualizacdo cientifica, como algoritmos de renderiza¢do de volume e reconstrucao
por isosurperficies, algoritmos para segmentacdo e por fim a extracdo de informacdes quantitativas
baseadas em citomorfometria.

Trabalhos Relacionados

Visualiza¢ao Cientifica (ViSC) - ViSC ¢ uma disciplina da visualizagdo da informacao a fim de
aplicar técnicas para permitir a transformacao de dados abstratos de observagdes em modelos que
podem ser facilmente compreensiveis para a exploragdo cientifica®. Os algoritmos de visualizagdo vo-
lumétricos sdo capazes de criar uma proje¢ao tridimensional em um plano de imagens bidimensionais
(e.g. Figura 1 (a)) para compreensdo e exploracao dos dados volumétricos, eles estdo divididos nas
categorias: renderizagdo volumétrica direta e ajuste de superficie®.

Renderizag¢do Volumétrica Direta (RVD) ¢é capaz de criar imagens de um conjunto de dados que
ndo apresentam uma forma geométrica definida. Assim, ela desempenha um mapeamento dos ele-
mentos diretamente no plano sem utilizar a geometria primitiva para criar a representacao (e.g. Figura
1 (b))®. Para extrair a representagdo volumétrica apresentada na Figura 1 (b) foi utilizado o software
BiolmageXD’ com o algoritmo Volume Ray-casting.

Ajuste de Superficie (AS) € util para extrair uma superficie em um volume por meio do ajuste de
primitivas geométricas, como poligonos, ¢ criado uma malha de triangulagdes que representam uma
isosuperficie (e.g. Figura 1 (c))®. Para extrair a superficie apresentada na Figura 1 (c) foi utilizado o
software BiolmageXD’ com o algoritmo Marching Cubes.

Figura 1: Reconstrucao tridimensional utilizando o software BiolmageXD. (a) Imagens fatiadas. (b)
Visualizagdo de volume. (c) Isosuperficie
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O método de Marching Cubes possui um desempenho melhor em relagdo ao método de Volume
Ray-casting, pois ele ndo percorre todo o conjunto de dados a cada vez que a imagem ¢ renderizada.
Entretanto, o método Marching Cubes pode apresentar isosuperficies ndo tdo representativas de acordo
com o modelo real, devido a reconstrugdo com falsos pedagos negativos e positivos de superficies®.

Anélise Citomorfométrica - A morfometria é um conjunto de técnicas que permite quantificar
caracteristicas estruturais por meio da extra¢do das informacgdes, como por exemplo, a area da super-
ficie, volume, circularidade e curvatura®. Na area da patologia, alteragdes morfoldgicas nas estruturas
celulares s3o importantes no auxilio dos métodos de diagndsticos. A morfometria citologica ou cito-
morfometria ¢ um conjunto de técnicas de morfometria para descrever caracteristicas dos componen-
tes celulares®.

Para a analise citomorfométrica, os atributos de area da superficie, volume, esfericidade, didmetro
esférico equivalente, coeficientes de curvatura e convexidade podem ser extraidos de uma isosuperfi-
cie, assim permitindo quantificar os objetos de interesses.

Métodos

Inicialmente, foi realizado uma analise nos ambientes correlatos buscando identificar as principais
caracteristicas no modelo de visualizagdo e na extra¢ao de informagdes quantitativas. Nessa fase, fo-
ram analisados softwares de bioimage open sources disponibilizados como sistemas locais e também
na web, com o objetivo de extrair caracteristicas satisfatorias e insatisfatorias.

Em seguida, um estudo foi desempenhado para definir as tecnologias para apoiar o desenvolvimento
do ambiente. A Tabela 1 apresenta as tecnologias utilizadas no desenvolvimento do ambiente proposto.

Tabela 1: Tecnologias utilizadas no desenvolvimento do ambiente.

NOME DESCRICAO
Python Linguagem de programacao do lado do servidor.
VTK Biblioteca para processamento e visualizagdo 3D.
SimpleITK Biblioteca para processamento das imagens.
WebGL Tecnologia que permite apresentacao de objetos 3D no navegador web.
JavaScript Linguagem de programacao do lado do cliente.

Algumas aplicagoes de visualizagdo na web fazem a renderizagdo dos objetos no lado do cliente e
se tornam ineficientes quando grandes conjuntos de dados sdo renderizados™.

A arquitetura do ambiente ¢ composta por trés aplicagdes: Cliente, VTKServer e APPServer, con-
forme apresenta a Figura 2. O cliente ¢ qualquer dispositivo com acesso ao navegador web. O APPSer-
ver ¢ uma aplicagdao que gerencia os conjuntos de dados e os usuarios do ambiente.

O VTKServer ¢ a aplicacao responsavel por realizar a analise citomorfométrica, a segmentagao e
a reconstrucdo 3D, ou seja, todos os algoritmos sdo executados no servidor. A comunicagdo entre o
Cliente e 0 VTKServer ¢ realizada por meio do protocolo WebSocket. O WebSocket ¢ um protocolo
para a comunicacao bidirecional, em que as mensagens podem ser trocadas entre clientes e servidores
reduzindo a complexidade sobre a comunica¢do em tempo real’.
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Figura 2: Arquitetura do ambiente proposto.

Com o WebSocket ¢ utilizada a estratégia de carregamento progressivo, ou seja, quando um clien-
te solicita um objeto tridimensional, o VTKServer envia as primitivas em pequenos blocos, entdo o
cliente recebe os blocos e apresenta para o usuario. Isso evita que a biblioteca JavaScript no lado do
cliente possa sobrecarregar e ndo apresentar corretamente ao usuario o modelo 3D.

Por fim, foi definido o fluxo de processamento para a obtengdo das informagdes quantitativas de
uma amostra, conforme apresenta a Figura 3.

Figura 3: Fluxo de atividades para obter os dados quantitativos.

Primeiramente, o usuario realiza o upload dos dados brutos, que sdo amostras digitalizadas em
um microscopico confocal. O ambiente utiliza o BioFormats proposto por Allan et.al.'?, que permite
o suporte a diversos formatos de arquivos.

Em seguida, o usuério podera aplicar filtros para segmentacdo, a fim de separar os objetos de
interesse do restante da imagem. Na reconstrucdo tridimensional ¢ possivel utilizar os algoritmos
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Marching Cubes e Volume Ray-casting. O Volume Ray-casting fornece um modelo mais representa-
tivo com o mundo real, porém, para extrair dados quantitativos ¢ necessaria a extracdo da superficie
da amostra, assim o algoritmo Marching Cubes cria uma malha de triangulagdes que possibilita a
realizagdo de célculos sobre a estrutura em analise.

Ao solicitar a andlise citomorfométrica em uma superficie ¢ realizado o isolamento das células,
pois uma amostra pode conter varias células. Para a separacdo ¢ usado o filtro de conectividade, em
que os voxels apenas pertencem a uma célula se todos estiverem conectados. Um voxel ¢ a represen-
tagdo de um valor em um espago tridimensional, seria equivalente a um pixel em um espago bidimen-
sional®. Assim sendo, cada célula é submetida a extragdo de atributos, sendo eles: area da superficie,
volume, esfericidade, coeficientes de circularidade, convexidade e diametro esférico equivalente.

Ao final do fluxo sdo gerados os dados quantitativos de cada célula e a média dos atributos da
amostra. Os usuarios podem exportar os dados obtidos para alguma ferramenta de andlise estatistica
com o objetivo de interpretar o comportamento das amostras.

Resultados e Discussao

O ambiente proposto pode ser executado em qualquer dispositivo que possui um navegador atuali-
zado, seja um computador de mesa, um tablet ou um smartphone. O maior espago da pagina principal
¢ destinado a visualizagdo, permitindo uma maior liberdade ao usuério para interagir com a amostra
em analise. As paginas sdo adaptaveis a diferentes tamanhos de tela. A Figura 4 apresenta a pagina
de visualizagdo 3D, e os menus de interagdo, analise e segmentacao.

Figura 4: Visdo geral do ambiente proposto

O ambiente reconhece mais de 100 formatos de imagem. Apos realizar o upload, as imagens ficam
disponiveis para visualizagdo ou exclusdo (Figura 5(d)). Ao selecionar uma amostra para visualiza¢ao
¢ desempenhado uma solicitagao de reconstrugdo tridimensional ao servidor. Na reconstrucao tridi-
mensional podem-se utilizar os algoritmos Volume Ray-casting e Marching Cubes (e.g. Figura 5(a)).

Alguns microscopicos fornecem imagens com multiplos canais, 0 ambiente permite a visualizagao
de cada canal separadamente e também permite ao usudrio selecionar os canais desejados para gerar
a visualizagdo 3D (e.g. Figura 5(¢)). A segmentagdo e andalise citomorfométrica ¢ realizada em cada
canal separadamente.

O smoothing ¢ um filtro Gaussiano utilizado para suavizar as imagens, reduzindo os possiveis
ruidos (e.g. Figura 5(a)). Esses ruidos podem interferir nos resultados, pois pequenas triangulacdes
serdo consideradas como objetos e suas medidas serdo extraidas. Para segmentacdo ¢ fornecido trés
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métodos: Limiar fixo, Otsu e Watershed, o usuario pode escolher quais ¢ a ordem de execucdo desses
algoritmos (e.g. Figura 5(f)). O ambiente proposto realiza a extragao de dados quantitativos utilizando
a superficie obtida com o algoritmo Marching Cubes (e.g. Figura 5(b)). Os resultados obtidos podem
ser armazenados, exportados para um arquivo do tipo Comma-separated values (CSV) ou visualiza-
dos no proprio ambiente (Figura 5(c)).

Figura 5: Funcionalidades para ViSC e Citomorfometria. (a) Selecao e configuragao dos algoritmos
de ViSC. (b) Extracao das medidas utilizando métodos de citomorfometria. (c) Medidas extraidas.
(d) Selecao do conjunto de dados. (¢) Escolha dos canais. (f) Segmentagdo

As interagdes com a cena sao realizadas por meio da barra de ferramentas superior ou por meio do
mouse. Na barra de ferramentas € possivel aumentar e diminuir o z0om e também reiniciar a camera
da cena em seu estado original. O visualizador 3D também permite por meio do mouse visualizar a
cena em diferentes perspectivas, aumentar € diminuir o zoom e selecionar um objeto.

Ao visualizar uma superficie € possivel selecionar um objeto de interesse de duas formas: pelas
coordenadas X e y obtidas por um clique duplo ou pela extracdo das medidas de citomorfometria. Ao
realizar um clique duplo na cena as coordenadas X e y referente a localizag¢do do clique sdo enviadas
para o VTKServer, de acordo com o posicionamento da camera o servidor encontra o ponto S refe-
rente as coordenadas X, Y, e z. Todas as superficies conectadas a partir do ponto S sdo consideradas
partes do objeto de interesse. O algoritmo de extracdo de medidas baseia-se na conectividade para a
separacao dos objetos, cada objeto extraido recebe um identificador que pode ser utilizado para visua-
lizar o objeto de interesse posteriormente.

ApoOs encontrar o objeto de interesse, 0 ambiente proposto redireciona o usudrio para uma nova
pagina, conforme a Figura 6.
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Figura 6: Visualiza¢ao de um objeto de interesse

Na visualiza¢ao do objeto de interesse todas as medidas sdo apresentadas na barra lateral, além das
interacdes com o objeto € possivel adicionar um delimitador de fronteira e um indicador do centro de
massa. Uma amostra geralmente ¢ composta por diversas células, a visualizagdo de um objeto de in-
teresse permite ao usuario explorar a estrutura de uma célula, possibilitando analisar as deformagdes
e as medidas fornecidas pelo ambiente.

O ambiente proposto pode ser comparado com os trabalhos relacionados: Bisque'®, Omero'?,
BiolMA X" e Slicer Drop®™.

O Bisque ¢ um ambiente web para gestdo, compartilhamento, analise e extragao de dados quanti-
tativos em imagens multidimensionais. Ele fornece algoritmos para segmentacao e deteccao de cen-
troides em imagens 3D. No ambiente web ele permite a visualizag¢ao tridimensional utilizando fatias
ortogonais, para fornecer uma visualiza¢do volumétrica mais detalhada o objeto em analise deve ser
exportado para uma aplicagdo externa denominada BioView3D, executada como um sistema local.

O Omero ¢ uma plataforma para gerenciar experimentos bioldgicos, ele disponibiliza um cliente
web para visualizagdo das imagens no servidor, permitindo que o cientista visualize imagens tridi-
mensionais utilizando fatias ortogonais. O objetivo do Omero nao ¢ fornecer métodos de analise e
visualizagdo, uma vez que possui outras ferramentas com esse proposito.

O BioIMAX ¢ um ambiente web desenvolvido em Adobe Flex voltado para exploragdo e minera-
¢do de dados, necessitando do plug-in do Adobe Flash instalado no navegador. Ele permite visualizar
imagens em planos bidimensionais e graficos de histograma.

O Slicer Drop ¢ um software web com foco para as imagens médicas, e possui algoritmos de vi-
sualizacao 3D que podem ser aplicados em imagens biologicas.

A Tabela 2 apresenta uma comparacao das caracteristicas do o trabalho proposto com os trabalhos
relacionados citados anteriormente.
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Tabela 2: Comparacao do ambiente proposto com outros trabalhos.

Ambiente

Proposto Bisque = Omero BioIlMAX Slicer Drop

Funcao

Tecnologia webde  yyopGr  WebGL  JavaScript  Adobe Flex  WebGL

visualizagao
Formatos de imagens -, 40 190 +de 100 + de 100 3 + de 10
suportadas
Integragao.com outros Niio Sim Sim Nio Niio
ambientes
Segmentagdo 3D Sim Sim Nao Nao Sim
Sepam‘?agge objetos Sim No Nao Néo Nio
Reducéo de ruidos Sim Nao Nao Nio Nao
Renderizagao Sim, Sim* No Néo Sim*
volumétrica
Extracao de isosuper- Sim Néo Néo Nio Néo
ficie
Multicanais Sim Sim Nao Nao Nao
Interagao rci(;m O usua- Sim Sim Sim Sim Sim
Suporte a tablet e Sim Sim Sim Nao Sim
smartphone
Mgtodos de analhlse 14 5 0 0 0
citomorfometria

Atualmente, a tecnologia WebGL para visualizagdo 3D no navegador ¢ mais aconselhavel, pois essa
tecnologia € nativa no navegador com suporte ao HTML 5, ndo necessitando de instalagdo de plug-ins.
As aplicagdes Bisque e SlicerDrop emitem erros ao realizar a renderizacdo volumétrica de grandes con-
juntos de dados, devido ao processamento dos algoritmos serem executados no lado do cliente.

O ambiente proposto estd bem posicionado em relagdo aos trabalhos relacionados comparados na
Tabela 2. Os métodos fornecidos permitem os usuarios explorarem as amostras, executarem algorit-
mos para segmentar uma regido de interesse e extrairem dados quantitativos para a analise de uma
amostra. A visualizagdo volumétrica e extracao de atributos em um objeto 3D possibilitam ao usuario
identificar fendmenos que diversas vezes nao € possivel em um modelo 2D.

Conclusao

Na maioria dos softwares de bioimage ¢ disponibilizada como aplicagao local, com a evolugdo das
tecnologias da internet foi possivel desenvolver um software de bioimage na web com caracteristicas
presentes nesses softwares locais, ¢ ainda acrescentar recursos que nao estao presentes nos trabalhos
relacionados disponibilizados na web, tal como, a renderizagdo de grandes conjuntos de dados.

A usabilidade foi um fator relevante ao propor o ambiente, a disponibilizacdo dos dados na nu-
vem contribuird com a usabilidade do software proposto, evitando a instalacio e configuragdo. Além
disso, o ambiente fornece um repositério para o usudrio armazenar seus resultados e amostras. O
ambiente suporta varios formatos, pois fornecedores de microscopicos disponibilizam as imagens
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digitalizadas em formatos abertos, porém outras ja disponibilizam em formatos proprietarios. A res-
trigdo de formatos pode ser um fator que limite o uso do ambiente proposto.

O trabalho proposto contribui com avangos nos softwares de bioimage baseados na web, pois a
arquitetura cliente/servidor ressaltada nesse artigo possui caracteristicas singulares em relacdo aos
softwares de bioimage na web.

Por meio das medidas extraidas de objetos 3D, os usudrios podem caracterizar deformacdes nas
amostras analisadas, podendo auxiliar um patologista na analise de tumores. O ambiente proposto
¢ capaz de fornecer informagdes relevantes ao usuario na tomada de decisdes, ele ndo substitui um
profissional da saude.

Para trabalhos futuros, pretende-se analisar um conjunto de amostras de células cancerigenas
e utilizar o ambiente proposto para inferir a graduacdo dos tumores nas células analisadas. Para
isso, os atributos extraidos pela analise citomorfométrica serdo submetidos a medidas estatisticas e
classificadores.
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