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RESUMO

A visdo computacional e o processamento de imagens digitais estdo se tor-
nando fundamentais para a rotina de pesquisadores e de empresas através da possi-
bilidade de se substituir tarefas manuais por rotinas automatizadas. O presente traba-
Iho tem por objetivo desenvolver um software simples e intuitivo para servir de ferra-
menta em diversos processos de contagem de elementos em imagens, podendo subs-
tituir processos que tradicionalmente sdo executados de forma manual. Este software
foi denominado Quanto e, além das funcionalidades de contagem manual e automa-
tizada, possui diversos recursos de tratamento de imagens, tais como: opg¢des de seg-
mentacao, Operacgoes logicas e aritméticas, operacdes morfoldgicas, criagao de for-
mas, entre outros. O software foi desenvolvido utilizando recursos multiplataforma,
que possibilitam seu uso em diferentes sistemas operacionais. Experimentos praticos
foram realizados em ambientes reais de pesquisa envolvendo contagem de células e
parasitas, contagem de producdo de nematoides e quantificagao de ferrita delta. Os
resultados mostraram que seu uso pode reduzir o tempo de trabalho em até 95%,
além de trazer beneficios consideraveis de ergonomia, conforto, precisdo dos resulta-
dos, reprodutibilidade, flexibilidade de trabalho e economia de energia, otimizando es-
tudos e analises cientificas ou processos industriais.

Palavras chave: Contagem de Elementos; Processamento de Imagens; Este-

reologia; Anadlise Quantitativa.
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ABSTRACT

Computer vision and digital image processing become fundamental in the rou-
tine of researchers and companies through the possibility of replacing manual tasks by
automated routines. This work aims to develop a simple and intuitive software to be as
a tool in many processes of counting elements in images and replace processes which
are traditionally executed manually. This software has been called Quanto and, in ad-
dition to the manual and automated counting features, it has several image processing
features, such as: segmentation, Logical and arithmetic operations, morphological op-
erations, geometric shapes creation, and others. This software was developed using
cross-platform features which allow its use in different operating systems. Practical
experiments were carried out in real research environments involving cell and parasite
count, nematode production count and delta ferrite quantification. The results showed
that its use can reduce working time by up to 95%, as well as bring considerable ben-
efits of ergonomics, comfort, precision of the results, reproducibility, flexibility of work
and energy saving and then optimize scientific analysis or industrial processes.

Keywords: Elements Count; Digital Image processing; stereology; Quantitative

analysis.
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1 INTRODUGAO

O microscopio 6ptico é uma ferramenta largamente utilizada na pesquisa e de-
senvolvimento de diversas areas do conhecimento, tais como: Engenharia de minas,
engenharia de petréleo, ciéncia dos materiais, medicina, medicina veterinaria, odon-
tologia, biologia e outras. Conforme estes equipamentos vém, ao longo dos anos,
sendo melhorados, desempenham um papel fundamental na evolugéo das ciéncias
naturais e bioldgicas, estendendo a capacidade dos olhos humanos para um mundo
que nao seria possivel de se enxergar sem o seu uso (Goldenstein, 2016; Bandeira,
2005; Berenice e Carmem, 2007).

O microscoépio Optico permaneceu afastado da area computacional por um
longo periodo de tempo, em que somente era possivel visualizar as imagens direta-
mente nas lentes dos microscépios e registra-las em filme de celuloide. Entretanto, o
advento das cameras digitais representou uma grande evolugdo para a analise de
imagens de microscopios. Ao se acoplar uma camera digital em um microscopio 6p-
tico, torna-se possivel capturar imagens digitais de forma simples e rapida, permitindo
realizar analises quantitativas destas imagens (Sales, 2014).

Uma ferramenta capaz de realizar analise quantitativa de imagens de micros-
copios € a chamada estereologia quantitativa. Oliveira (2013) salienta que as princi-
pais vantagens desta técnica sao: a eficiéncia, simplicidade, validade e a aplicabili-
dade ampla. As técnicas estereologicas oferecem maneiras eficientes de se estimar
alguns parametros numéricos, tais como: areas, tamanhos, volumes, densidades e
numeros de populagdes de um material sélido em amostras como se¢des planas (Oli-
veira, 2013).

Uma das principais vertentes da estereologia € a contagem de elementos em
imagens. Esta pratica se faz presente e necessaria para varias finalidades, nas mais
diversas areas. Geuna (2005) afirma que a técnica de contagem de particulas através
da microscopia € uma das mais importantes descobertas da pesquisa desde o inicio
da era cientifica. Entretanto, este processo pode ser demorado e impreciso. Isto de-
pendera fortemente da técnica a ser utilizada, dos recursos disponiveis (que podem
ser computacionais ou n&do) e da qualidade das imagens a serem analisadas.

Diante disto, as técnicas de processamento digital de imagens podem repre-

sentar grande avango na estereologia, sobretudo para contagens de elementos em



imagens e procedimentos de medigbes estereologicas (os quais também podem en-
volver contagem). De 1964 aos dias atuais, a area de processamento de imagens vem
apresentando crescimento expressivo e suas aplicagbes permeiam quase todos os
ramos da atividade humana. Em Medicina, o uso de imagens no diagnostico médico
tornou-se rotineiro, permitindo tanto o desenvolvimento de novos equipamentos
quanto a maior facilidade de interpretagcado de imagens produzidas por equipamentos
mais antigos. Em Biologia, a capacidade de processar automaticamente imagens ob-
tidas de microscopios, representa grande avango com ganho de tempo, preciséo e
reprodutibilidade nos processos. Técnicas de restauragao de imagens auxiliam arque-
ologistas a recuperar fotos borradas de artefatos raros, ja destruidos. O uso de robés
dotados de visao artificial em tarefas de controle de qualidade em linhas de producéo
aumenta a cada ano, permitindo expandir o setor de automacgao industrial. InUmeras
outras areas distintas como Astronomia, Seguranca, Publicidade e Direito vém sendo
beneficiadas com os avangos nas areas de processamento de imagens e visdo por

computador (Marques Filho e Vieira Neto, 1999).

1.1 Justificativa

A visdo computacional e o processamento de imagens digitais estdo se tor-
nando fundamentais para a rotina de empresas e de pesquisadores através da possi-
bilidade de se realizar tarefas automatizadas em substituicdo ao trabalho manual.
Desta forma, esta técnica se mostra como uma 6tima solugao para redugao de gastos,
de tempo e de erros nos processos, além da possibilidade de criacdo de padrdes de
qualidade (Gallon, 2013).

O presente trabalho se justifica pela possibilidade de substituir diversos proce-
dimentos de contagem de elementos em imagens de microscopios, que ainda sao
realizados manualmente, por procedimentos supervisionados e auxiliados por um pro-
grama de computador. Ao realizar esta mudanca, vislumbra-se grande melhora em
ergonomia, flexibilidade de trabalho, conforto na realizagdo das tarefas, reprodutibili-
dade e, principalmente, tempo e precisao dos resultados. Problemas estes inerentes
aos meétodos manuais de contagem, que requerem grande concentragao por parte do
operador, aumentando a possibilidade de erros humanos. Intenciona-se com esta pes-
quisa, desenvolver, para a industria e para a academia, uma ferramenta que ofereca
recursos de auxilio e automatizacdo de processos. Reduzindo erros e aumentando

conforto e produtividade no trabalho.



1.2 Ineditismo

A pesquisa bibliografica realizada identificou a oportunidade de criagado deste
software com funcionalidades ainda ndo existentes na ciéncia dos materiais, assim
como em biologia, que consiste em uma ferramenta que congregue as principais fun-
cionalidades de analise de imagens relacionadas a contagem de elementos.

Diante da natureza deste trabalho, além da ampla pesquisa bibliografica nas
bases Scopus e Scielo, foi realizada uma grande analise pratica utilizando os softwa-
res ja disponiveis no mercado a fim de identificar as funcionalidades ja disponiveis
para o uso. Desta forma, foi possivel identificar que alguns softwares ja se propéem a
auxiliar o processo de contagem de elementos em imagens, entretanto, este recurso
tido como um adicional aos programas e nenhum deles foi elaborado especificamente
para a contagem de elementos, possuindo assim diversas desvantagens, tais como:
auséncia de processos automatizados eficientes, dificuldades para contagem sequen-
cial de varias imagens, dificuldades para corrigir erros de contagem, geragao inefici-
ente de relatorios, entre outros.

Diante disto, o Quanto foi desenvolvido para ser especialista em contagem de
elementos em imagens, diferentemente das outras ferramentas. Os recursos desen-
volvidos no software dedicam-se a realizar principalmente as tarefas identificadas

como inexistentes ou ineficientes nos programas analisados.
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver um software simples e intui-
tivo que servira de ferramenta para diversos processos de contagem de elementos
em imagens, podendo substituir processos que tradicionalmente sao executados de
forma manual. Este software foi denominado Quanto e, além das funcionalidades de
contagem manual e automatizada, possui diversos recursos de tratamento de ima-
gens, tais como, op¢des de segmentacgao, Operagdes logicas e aritméticas, operagdes

morfolégicas, criagao de formas, entre outros.



1.3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um software simples e intuitivo para contagem de elemen-
tos em imagens com uso dos recursos multiplataforma Qt Creator e Ope-
nCyv;

e Implementar recursos de tratamento de imagens, tais como, opg¢des de
segmentacéo, filtros, Operacdes logicas e aritméticas, operagdes mor-
folégicas e criacdo de formas;

e Implementar recursos de contagem manual através do software, regis-
trando com uma marcacgao os elementos contados;

¢ Implementar recursos de contagem automatizada, permitindo que o usu-
ario faga ajustes retirando ou incluindo pontos de contagem;

e Implementar recursos de medigdes estereoldgicas, tais como, fragao vo-
lumétrica por fracdo de pontos, area superficial por unidade de volume
teste e comprimento por unidade de volume teste;

¢ Implementar recursos de geragao automatica de relatério com os dados
trabalhados no software;

e Realizar experimentagdes em problemas reais com o uso do software;

e Distribuir o software;

e Substituir processos de contagem manual de elementos em microsco-
pio, melhorando questbes como, tempo de trabalho, ergonomia, preci-

sao de resultados, flexibilidade de trabalho, entre outros.

1.4 Organizagao do trabalho

O presente capitulo descreve a introdugao do trabalho desenvolvido, deta-
Ihando sua justificativa, seus objetivos e a organizagéo da escrita.

O capitulo 2 exibe a revisao bibliografica, em que se vé a fundamentagao ted-
rica que serviu de base para o desenvolvimento de toda pesquisa, descrevendo con-
ceitos de microscopia, estereologia quantitativa e de processamento digital de ima-
gens, utilizados para implementagao do software proposto. Este capitulo também pos-
sui uma secéao de trabalhos relacionados, que serve para contextualizar esta investi-

gacao.



A metodologia utilizada € descrita no capitulo 3, em que sdo apresentados os
recursos e técnicas utilizadas no desenvolvimento do software, assim como as etapas
de seu desenvolvimento.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo apresentados nos capitulos 4 € 5. O
capitulo 4 realiza uma apresentacao do software, mostrando os principais recursos
implementados no programa. O capitulo 5 possui alguns estudos de casos envolvendo
diferentes tipos de contagem e analise em ambientes reais, feitas por meio do software
proposto. Neste capitulo também séao feitas discussdes acerca das experiéncias de
uso do aplicativo reportadas pelos pesquisadores, além de comparagdes entre 0 meé-
todo proposto por este trabalho e os métodos tradicionais.

No capitulo 6 é apresentada a conclusao obtida ao final do trabalho, detalhando
as conclusdes quanto aos objetivos, ao trabalho realizado e aos trabalhos futuros que

evidenciam os caminhos para a continuagao desta pesquisa.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microscopia

Existem evidéncias de que ja na antiguidade havia tentativas de reforgar a visdo
com auxilio de dispositivos dpticos. Nas escavacgdes de Ninive foram encontrados pe-
dacos de vidro polido cuja interpretacédo mais aceita € o seu uso como lentes. Aristo-
teles, no século IV a.C. referiu-se a uma lente ao descrever o uso de globos de vidro
para aumentar imagens (Mannheimer, 2002).

Existem algumas divergéncias com relagdo a invengdo do microscépio com-
posto, uma forma mais versatil e mais parecida como a que se usa nos tempos atuais.
A maioria dos historiadores acredita que sua origem se deu na Holanda por volta do
ano de 1600 e que os inventores foram Jansen ou Lippershey. Todavia, ha consenso
que entre 1650 e 1750 houve um grande desenvolvimento mecéanico dos microscopios
(Mannheimer, 2002).

Conforme os microscopios vém, ao longo dos anos, sendo melhorados, estes
equipamentos também desempenham um papel fundamental na evolugao das cién-
cias naturais e bioldgicas, estendendo a capacidade dos olhos humanos para um
mundo que nao seria possivel de se enxergar sem o seu uso (Goldenstein, 2016).

O uso de microscopio é considerado indispensavel no processo evolutivo con-
tinuo em diversas areas da ciéncia, sendo essencial em pesquisas e desenvolvimento
em: Engenharia de minas, engenharia de petroleo, ciéncia dos materiais, medicina,
medicina veterinaria, odontologia, biologia e outras. (Bandeira, 2005; Berenice e Car-
mem, 2007; Dias, 2008; Fazano, 2005; Goldenstein, 2016; Maurer, 2005; Wagner et
al.,2009).

A observagao de microestruturas € de grande importancia para a pesquisa e o
desenvolvimento de materiais, uma vez que ajuda a estabelecer uma relagéo entre as
estruturas e as propriedades destes materiais (DIAS, 2008).

Existem diversos tipos de microscopia, dentre os quais destacam-se: Micros-
copia Otica (MOT), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Microscopia Eletro-
nica de Transmissdo (MET) e Microscopia de Ponta de Prova (MPP) (Mannheimer,
2002; Wagner et al.,2009). Dentre estes tipos de microscopias, 0s que possuem maior
utilizagao na area de ciéncia e engenharia de materiais sdo MOT e MEV (Mannheimer,
2002; Dias, 2008; Gomes, 2001).



2.1.1 Microscoépio optico

O microscopio optico atual utiliza um conjunto de lentes para aumentar uma
imagem e, diante disto, € também conhecido como microscépio composto. Estes equi-
pamentos sdo basicamente constituidos de componentes mecéanicos e componentes
opticos. Os componentes opticos possuem duas funcionalidades: iluminar o objeto e
formar do mesmo uma imagem aumentada para que possa ser observada ou fotogra-
fada. O sistema mecanico é destinado a manter os elementos épticos e as amostras
em posicao relativa. Em relagdo aos componentes mecanicos, um microscopio de
qualidade deve possuir estabilidade, rigidez, flexibilidade de trabalho e boa ergonimi-
cidade na operacgao. A Figura 2.1 ilustra os componentes basicos do MO (Mannheimer,
2002; Moreira, 2016; Maurer, 2005).

Os componentes mecanicos do microscépio sao (Mannheimer, 2002; Moreira,
2016):

e Pé ou base — Oferece apoio a todos os componentes do microscopio;

e Brago — componente fixo a base que serve de suporte as lentes e a
platina;

¢ Platina — base de suporte e fixacdo da preparacao, tem uma abertura
central (sobre a qual é colocada a preparagao) que deixa passar a luz.
As pingas ajudam a fixagao da preparagédo. Nos microscopios mais mo-
dernos a platina pode ser deslocada, nos mais antigos tinha que se mo-
ver a propria amostra, segura pelas pingas;

e Revdélver — suporte das lentes objetivas, permite trocar a lente objetiva
rodando sobre um eixo;

e Tubo ou canhao — suporta a ocular na extremidade superior;

e Parafuso macrométrico — permite movimentos verticais de grande am-
plitude da platina;

e Parafuso micrométrico — permite movimentos verticais lentos de pe-

quena amplitude da platina para focagem mais precisa da imagem.

Os componentes Opticos do microscépio sdo (Moreira, 2016; Mannheimer,
2002; Lins e Alécio, 2014):



e Condensador — sistema de duas lentes (ou mais) convergentes que ori-
entam e distribuem a luz emitida de forma igual pelo campo de visédo do
microscopio;

e Diafragma — regula a quantidade de luz que atinge o campo de visao do
microscoépio através de uma abertura que abre ou fecha em diametro;

¢ Fonte luminosa —luz emitida por uma lampada incluida no proprio mi-
croscopio com um interruptor e algumas vezes com um reostato (um tipo
de resistor) que permite regular a intensidade da luz. Os modelos mais
antigos tinham um espelho de duas faces: a face plana para refletir luz
natural e a face concava para refletir luz artificial;

e Lente ocular — cilindro com duas ou mais lentes que permitem ampliar
a imagem real fornecida pela objetiva, formando uma imagem virtual
mais proxima dos olhos do observador. As oculares podem ser de dife-
rentes ampliagoes;

e Lente objetiva — conjunto de lentes fixas no revolver que, ao ser girada,
permite alterar a ampliacdo necessaria. E a lente que fica mais préxima
do objeto a observar, projetando uma imagem real, ampliada e invertida
do mesmo. As objetivas secas, geralmente com ampliagdo de 10x, 40x
e 50x, sdo assim designadas porque, entre a sua extremidade e a pre-
paracao, existe somente ar. Ja as objetivas de imersdo (ampliacao até
100x) tém a sua extremidade mergulhada em 6leo com o intuito de au-
mentar o poder de resolu¢ao da objetiva. Como o indice de refrac¢do de
Oleo é semelhante ao do vidro, o feixe de luz ndo é demasiadamente

desviado para fora da objetiva.

A Figura 2.2 apresenta um esquema do funcionamento do MO. Nele, raios lu-
minosos emitidos no filamento de uma lampada de halogénio sdo concentrados num
feixe através da lente do condensador, que focaliza a luz no espécime. Esta luz entra
por uma das lentes objetivas do aparelho, as quais possuem aumentos que variam de
4 a 100 vezes, atingem a lente ocular, que promove mais um aumento na imagem e,
finalmente, atingem o olho do observador. Existem diversas lentes dispostas em um

cilindro rotatério que permite a escolha de uma delas para observagao (Maurer, 2005).



Figura 2.1 - Componentes basicos do microscépio optico. 1. Lentes oculares; 2. Revolver 3;
Lentes objetivas; 4. Parafuso macrométrico; 5. Parafuso micrométrico; 6. Platina; 7. Foco lu-

minoso (Lampada ou espelho); 8. Condensador e diafragma; 9. Brago (Moreira, 2016).
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Figura 2.2 - Esquema de um microscépio optico (Maurer, 2005).




10

2.1.2 Microscopia quantitativa

A microscopia quantitativa refere-se a medida de paradmetros microestruturais
dos materiais estudados e pode ser definida como "um conjunto de métodos para a
exploragao do espaco tridimensional a partir da disponibilidade de se¢des bidimensi-
onais através de corpos solidos, ou de proje¢cdes sobre uma superficie”. Estas técni-
cas de medi¢des quantitativas utilizam recursos de probabilidade e estatistica com a
finalidade de obter conclusdes sobre as caracteristicas volumétricas da microestrutura
pela interpretacdo de medidas executadas sobre uma seg¢ado plana (Mannheimer,
2002).

Estas medi¢des quantitativas sdo normalmente realizadas em superficies opa-
cas sobre o plano de cortes da estrutura e sua utilizagdo € ampla em areas como:
medicina, medicina veterinaria, biologia, geologia, metalurgia, engenharias civil, de
petroleo, de minas e de materiais (Padilha, 2007; Moura, 2011; Gondim, 2012).

Existem varias terminologias para definir as medicdes realizadas por estas téc-
nicas de extragao de informagdes a partir de imagens obtidas em microscopios. Ante-
riormente se empregava o termo materialografia quantitativa, em 1958, sofreu evolu-
¢ao em seu termo e passou a ser chamada de metalografia quantitativa até que, em
1961, sofreu uma nova alteragdo para estereologia quantitativa, que é usado até os
dias de hoje (Padilha, 2007; Mannheimer, 2002). A secao 2.2 apresenta com mais

profundidade os assuntos e técnicas da estereologia quantitativa (EQ).

2.2 Estereologia quantitativa

A estereologia quantitativa pode ser definida como: “Um conjunto de métodos
matematicos, relacionando parametros tridimensionais que definem uma estrutura
com medidas bidimensionais obtidas em cortes desta estrutura” ou ainda “um conjunto
de procedimentos geométricos e estatisticos que permitem obter informagdes sobre
estruturas tridimensionais, a partir da analise de imagens planas, bidimensionais,
como aquelas obtidas em cortes histologicos preparados para a microscopia de luz
eletrénica” (Weibel, 1979; Piedade, 2010).

Empregando-se regras simples de medicdes e contagens estereoldgicas, ob-
tém-se informagdes sobre numero, volume, comprimento e area de superficie das es-
truturas em imagens obtidas em microscdpios. Estas medidas e contagens sao feitas
nos cortes, assumindo como base o perfil bidimensional dos componentes de inte-

resse, pois, ao se analisar os parametros das estruturas observaveis em cortes dos
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tecidos, podem-se extrapolar informagdes sobre as estruturas no espaco tridimensio-
nal (Piedade, 2010).

Oliveira (2013) afirma que as principais vantagens da EQ s&o: eficiéncia, sim-
plicidade, validade e aplicabilidade ampla do método. Partindo do principio que as
propriedades dos materiais s&o influenciadas geralmente por sua estrutura que séo,
comumente, tridimensionais, opacas ou semitransparentes e microscépicas, eviden-
ciando uma ampla complexidade em sua observacéao, as técnicas estereoldgicas se
tornam de extrema importancia, pois oferecem maneiras altamente eficientes de se
estimar alguns parametros numéricos. Os parametros numéricos mais comuns em
estudos estereoldgicos s&o: areas, tamanhos, volumes, densidades e numeros de po-
pulagdes de um material sélido com se¢des planas (Esteves, 2011; Ferreira Filho,
2009; Moura, 2011; Padilha, 2007).

Entretanto, para realizar um estudo estereoldgico, € necessario definir a ferra-
menta adequada para detecgédo de informagdes na estrutura que se deseja estudar,
sabendo que é necessario um conhecimento prévio tanto do objeto de estudo quanto
dos métodos a disposi¢cao (Damaceno-Rodrigues, 2012).

Planos de cortes sdo utilizados como fonte de informacédo na caracterizacao
das estruturas tridimensionais. Ao seccionar uma estrutura tridimensional, elementos
volumosos aparecem como uma area bidimensional, enquanto elementos lineares
surgem como pontos e elementos superficiais aparecem como linhas (Ferreira Filho,
2009). A Figura 2.3(a) mostra uma estrutura tridimensional sendo seccionada, en-
quanto a Figura 2.3(b) ilustra como estes elementos tridimensionais sao vistos no

plano de corte, que € bidimensional.

(a) (b)

Figura 2.3 - (a) estrutura tridimensional sendo seccionada; (b) visualizagao dos dife-

rentes elementos estruturais em um plano de corte (Da Silva, 2007).
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Para que se possam realizar medigbes estereoldgicas, outras etapas devem
ser executadas anteriormente. A influéncia destas etapas na qualidade dos resultados
€ cumulativa, pois os maus resultados em cada etapa anterior refletem em erros nas
medi¢des estereoldgicas (Da Silva, 2007). A Figura 2.4 exibe um fluxograma com a
sequéncia de etapas que antecedem a medicao. A descrigdo detalhada destas etapas
pode ser vista em Borges (2016) e Da Silva (2007).

AMOSTRA

l_l

FPreparagao Metalografica, ceramografica,
petrografica ou bioldgica
I

L
MICROSCOPIO
I
¥
Observagio e « Regras de
Tipificacdo da Estrutura Selecio

v

Procedimento de
Selegao de Imagens

L

¥
—I Registro da Imagem I—
: r

Armaz_enamenlo | Processamento
da imagem
da Imagem

-

MEDICAO ESTEREOLOGICA <

Figura 2.4 - Fluxograma das etapas de preparagéo e caracterizagao de imagens (Da Silva,
2007).

As medicdes estereoldgicas presentes no escopo deste trabalho sdo apresen-
tadas nas secbes 2.2.1,2.2.2e 2.2.3.

2.2.1 Fragao volumétrica por fragao de pontos

A fragao volumétrica (Vv) pode ser considerada a mais conhecida e simples de
ser realizada na analise estereoldgica. Esta medigdo pode ser determinada através
de trés métodos distintos, mas que produzem resultados equivalentes, sendo eles:

fracdo de area (Aa), fracdo de pontos (Pr) e fragdo linear (L.) (Da Silva, 2007; De
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Moura, 2011; Mannheimer et al., 2002; Pinheiro, 2008; Russ e Dehoff, 2000; Under-
wood, 1970).

Para este trabalho, dentre os trés métodos de se encontrar a fragdo volumé-
trica, somente o que utiliza a fragdo de pontos foi implementado. Diante disto, somente
a fracdo de pontos é discutida. E importante ressaltar que os trés métodos sdo equi-
valentes e relacionados entre si.

Ao se considerar uma estrutura bifasica hipotética contida em um volume V
cubico, havendo graos de fase a imersos em uma fase matriz 3, a fracdo volumétrica
da fase a em relagcdo ao volume da estrutura é dada pela Equagéo (2.1) (Da Silva,
2007; Underwood, 1970; Padilha, 2007).

—=—ou =5 (2.1)

Em que, Ns é o somatério de pontos incidentes na fase a, N é o numero total
de pontos, Va € 0 volume da fase a, V é o volume total, Vv representa a fragao volu-
métrica e Pp a fracdo de pontos.

Na pratica, para determinar Pr em uma secao de corte de V, inicialmente & ne-
cessario tragar uma grade de N pontos regularmente espagados, ou aleatoriamente
determinados sobre a imagem. O numero de pontos utilizados depende do desvio que
se deseja ter e a distancia entre estes pontos ndo deve ser inferior ao tamanho carac-
teristico da fase a (tamanho de graos, por exemplo). Uma vez tracada a grade de
pontos, procede-se a contagem de quantos dos pontos tragados estdo sobre a fase a
(Ns) e, dividindo Ns pelo numero total de pontos, tem-se a fracdo volumétrica da fase
a (Da Silva, 2007; Sales, 2013).

Ao se realizar este procedimento € comum que ocorram pontos na fronteira
entre os graos e a fase matriz, tocando nas duas fases. Neste caso, gera-se a duvida
sobre se este ponto deve ser considerado incidente na fase ou ndo. Para resolver o
problema, quando se encontra um ponto de fronteira, considera-se peso de 0,5 diante
da probabilidade deste ponto estar mais ou menos incidente na fase em estudo, en-
quanto que, para os demais casos, 0s pontos recebem peso 1,0.

O procedimento é demonstrado na Figura 2.5. Na Figura 2.5(a) se vé uma ima-

gem de um plano de corte da estrutura de uma liga de metal duro WC-16%pesoC0
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obtida em Da Silva (2007). Para que o processo fique mais claro, a imagem foi seg-
mentada por binarizag&o e negativa, deixando a regido de interesse na cor preta. Apos
este processo foi tragada uma grade de pontos igualmente espagados, totalizando
100 pontos. O resultado pode ser visto na Figura 2.5(b). Dos 100 pontos impressos
na imagem, 51 incidiram sobre a fase a (preto) e 49 incidiram na fase matriz 3
(branco). Ao se aplicar a Equagédo (2.1) obtém-se o a fracdo volumétrica de 0,51. E
importante salientar que a Figura 2.5(b) ndo possui pontos com peso 0,5, pois nenhum

dos pontos da grade incidiu na fase a e f ao mesmo tempo.

Figura 2.5 -Processo necessario para o calulo da fragdo volumétrica por fragdo de pontos de
um plano de corte da estrutura de uma liga de metal duro WC-16%pesoCo0. (a) imagem
orignal; (a) imagem segmentada e com uma malha de pontos vermelhos (Da Silva, 2007

adaptada).

2.2.2 Area superficial por unidade de volume teste

O célculo da area superficial por unidade de volume-teste (Sv) pode ser feito
por meio da Equacao (2.2) (Da Silva, 2007; Mannheimer et al., 2002; Murphy, 2004;
Padilha, 2007; Underwood, 1970).

s, = 2p, (22)

Em que PL representa a quantidade de interse¢des da fase a por unidade de
linha teste.

Na pratica, para calcular a Sv, € necessario inserir uma malha de linhas igual-
mente espagadas, as quais podem ser horizontais, verticais ou horizontais e verticais,

formando linhas cruzadas. Posteriormente, deve-se realizar a contagem de quantas
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vezes 0s contornos da fase a foram interceptados pelas linhas-teste da malha de li-
nhas. Novamente, neste calculo, pode gerar duvida nos casos em que a linha-teste
tangencie o contorno da fase a. Nestes casos procede-se da mesma forma como ex-
plicado na sec¢ao 2.2.1, computando peso 1,0 para os casos em que as linhas-teste
interceptam diretamente o contorno da fase a, enquanto que as linhas-teste que tan-
genciam este contorno recebem peso 0,5. E importante lembrar que este problema
ocorre somente em contagem manual (Sales, 2014; Da Silva, 2007).

A razéo entre o somatoério destes valores e a soma do comprimento total das
linhas-teste é a PL, enquanto a Sv é encontrada multiplicando PL por dois, conforme
mostra a Equacéo (2.2) (Da Silva, 2007; Mannheimer et al., 2002; Murphy, 2004; Pa-
dilha, 2007; Underwood, 1970).

A Figura 2.6 ilustra o procedimento de calculo da area superficial por unidade
de volume teste. Para este processo, foi utilizada a imagem exposta na Figura 2.5(a),
que foi segmentada e submetida a uma malha de 10 linhas horizontais. Todos os pon-
tos em que as linhas horizontais interceptam os contornos da fase a (preto) foram
contados e destacados com pontos vermelhos, totalizando 207 interceptos. Para se
obter a area superficial por unidade de volume teste deve-se dividir este somatério
(207) pelo comprimento total das linhas tragadas (PL) e multiplicar este valor por 2
(Sv).

Figura 2.6 - Calculo da area superficial por unidade de volume teste (Da Silva, 2007 adap-
tada).
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2.2.3 Comprimento por unidade de volume teste

Este recurso mede o comprimento de objetos lineares presentes em uma es-
trutura por unidade de volume desta estrutura, determinando a area de interface entre
as duas fases. A Equacéo (2.3) apresenta o calculo do comprimento por unidade de
volume teste (Da Silva, 2007).

L, = 2P, (2.3)

Em que Pa é a quantidade de pontos encontrados na imagem sobre a area
total.

Na pratica, um plano (ou diversos planos aleatorios) € selecionado e imagens
sao registradas. As interse¢des deste plano com a linha formam pontos na imagem.
Determina-se a area em que estes pontos sdo contados e contam-se os pontos. O
valor de Pa é determinado dividindo o resultado da contagem dos pontos com a area
da regiao.

A Figura 2.7 mostra o procedimento de calculo do comprimento por unidade de
volume teste. Nela, uma sec¢ao de corte hipotética de um plano contendo um ou mais
elementos lineares é representada. Em uma sec¢ao de corte feita perpendicularmente
a diregdo em que se encontra o elemento linear, as intersec¢des entre esta secéo e o
elemento aparecem como pontos. Na Figura 2.7 estes estdo marcados e contados,
totalizando 12 pontos. Aplicando a Equagéo (2.3), encontra-se o valor de 0,04mm?

para o comprimento por unidade de volume teste.

20mm

| 30mm |

Figura 2.7 - Calculo do comprimento por unidade de volume teste.
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2.3 Processamento Digital de Imagens

Aydemir et al. (2004) descrevem o processamento digital de imagens (PDI)
como uma extensao da observagao visual, extraindo de uma imagem informacoes
qualitativas e quantitativas acerca de uma determinada amostra. A area de processa-
mento de imagens vem ganhando crescente interesse por viabilizar grande numero
de aplicagdes no aprimoramento de informagdes em imagens para posterior investi-
gacgao e na analise automatica de informagdes em imagens.

O uso de PDI para o aprimoramento e analise de imagens teve inicio no Jet
Propulsion Laboratory (Pasadena, Califérnia - EUA) em 1964, quando imagens da lua
transmitidas por uma sonda eram processadas por computador para corrigir varios
tipos de distorgcao, os quais eram inerentes a camera de TV acoplada a sonda. Estas
técnicas serviram de base para métodos aprimorados de realce e restauragao de ima-
gens de outros programas espaciais posteriores, como por exemplo, as expedi¢cdes
tripuladas da série Apollo (Marques Filho e Vieira Neto, 1999).

Entretanto, algumas décadas apos o inicio dos estudos com processamento
digital de imagens, comegaram a surgir computadores de grande porte, com maior
poder de processamento e armazenamento, além de possuirem ambientes graficos
mais robustos, o que representou grande impulso para a area e trouxe novas oportu-
nidades de aplicagdes. Atualmente, técnicas de PDI sdo utilizadas nas mais diversas
areas do conhecimento, tais como: Medicina; Astronomia; Geografia; Biologia; Indus-
tria; Arqueologia; Fisica; Engenharias; e outras (Gonzales e Woods, 2002).

Conforme Gonzalez e Woods (2000), um sistema de PDI é dividido em cinco
etapas de execucgéo:

1. Aquisicao de imagens: consiste em obter aimagem através de um dis-
positivo de captura que em seguida digitaliza a imagem;

2. Pré-processamento: busca melhorar a qualidade da imagem através
da reducgao de ruidos ou aberragdes e ajustes de brilho e contraste, re-
forcando o contorno dos objetos da imagem, retirando regides ou tonali-
dades nao desejadas ou entdo reduzindo distorgdes;

3. Segmentagao: consiste em identificar e isolar as regides de interesse
na imagem digital;

4. Representacao e descrigao: fase em que os dados obtidos sao tradu-
zidos para algum padrao previamente definido para que possam ser tra-

tados pelo computador;
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5. Reconhecimento e interpretagao: Reconhecer e interpretar os pa-
drdes importantes para o objetivo do estudo.

Gonzalez e Woods (2002) reforgam ainda que o campo de processamento di-
gital de imagens permite ir além das atividades humanas, uma vez que é possivel
empregar estes métodos em outras tecnologias de captura de imagens, nao se limi-
tando ao espectro visivel das ondas eletromagnéticas, podendo varrer quase todo o

espectro, desde ondas gama, até ondas de radio.

2.3.1 Imagem digital

Uma imagem pode ser representada por uma funcao bidimensional Z = F(x, y)
definida em uma determinada regido de um plano. Um conjunto de valores, em que
cada valor € um numero que descreve os atributos de um pixel, forma a imagem em
um plano de duas dimensdes (Paula Filho et al., 2010). Dias (2015) salienta que exis-
tem varios tipos de representacao digital de imagens. Na representagdo conhecida
como “escala de cinzas”, a intensidade de brilho varia de acordo com o “bit depth”
adotado, por exemplo, para uma imagem de oito bits, trabalha-se com 256 niveis de
cinza, variando entre 0 e 255.

Uma imagem digital pode ser descrita como uma fungao f(x,y) da intensidade
luminosa, sendo seu valor, em qualquer ponto de coordenadas espaciais (x,y), pro-
porcional ao brilho (ou nivel de cinza) da imagem naquele ponto (Gonzales e Woods,
2002). A Figura 2.8 mostra uma imagem monocromatica e a convengéo descrita.

0 y

>
L

X

v

Figura 2.8 - Imagem digital com as referéncias aos eixos x € y (Nogueira, 2013)
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Para imagens coloridas, como por exemplo, no formato RGB, & necessario que
tenham informag¢des em intervalos ou bandas distintas de frequéncia, desta forma,
utiliza-se uma funcgao f(x,y) para cada banda. As imagens coloridas padrao RGB, sao
formadas pela jungédo das cores vermelho (R — Red), verde (G - Green) e azul (B -
Blue) (Solomon e Breckon, 2011).

O modelo de representacdo RGB também é conhecido como “true color’. Nele,
cada pixel é representado por trés intensidades, de oito bits cada (como na escala de
cinza), com valores no intervalo [0,255], representando as intensidades de vermelho,
verde e azul. Estas intensidades combinadas podem representar 16 milhdes de cores,
proporcionando uma imagem muito préxima a realidade. Neste modelo, o valor (0, O,
0) representa a auséncia de cores (o preto), e o valor (255,255,255) representa a
combinacgao das trés cores no nivel mais elevado de brilho, formando a cor branca.
Esta é a representagao utilizada por computadores e dispositivos de exibicdo (moni-
tores) e industria fotografica (Dias, 2015).
2.3.1.1 Vizinhanga

Uma grande variedade de técnicas de tratamento e segmentacao de imagens
digitais usam a vizinhanga dos pixels para melhorar a imagem. Conforme Marques
Filho e vieira Neto (1999), um pixel p, de coordenadas (x,y), tem 4 vizinhos horizontais
e verticais, cujas coordenadas séo (x+1, y), (x-1, y), (x, y+1) e (x, y-1). Estes pixels
formam a chamada "4-vizinhanga" de p, designada N4(p). Os quatro vizinhos diago-
nais de p sado os pixels de coordenadas (x-1, y-1), (x-1, y+1), (x+1, y-1) e (x+1, y+1),
que constituem o conjunto Nd(p). A "8-vizinhancga" de p, chamada de N8(p) & definida
como a uniao de N4(p) com Nd(p), que consiste em todos os pixels ao redor de um
determinado pixel p de referéncia. Os trés tipos de vizinhanca estao ilustrados na Fi-
gura 2.9.

(a) (b) (c)

Figura 2.9 - vizinhanga dos pixels: (a) N4(p); (b) Nd(p); (c) N8(p). Adaptada de Marques Fi-
Iho e Vieira Neto (1999).
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2.3.2 Operagoes com histograma

O histograma de uma imagem é simplesmente um conjunto de numeros indi-
cando a quantidade de pixels naquela imagem que apresentam cada nivel de cinza.
Estes valores sdo normalmente representados por um grafico de barras que mostra a
frequéncia relativa da ocorréncia das intensidades que um pixel pode assumir na ima-
gem. A Figura 2.10 apresenta exemplos de duas imagens e seus respectivos histo-

gramas.

2.3.2.1 Equalizagao do histograma

A equalizagdo do histograma € uma técnica a partir da qual se procura redistri-
buir os valores de tons de cinza dos pixels em uma imagem, de modo a obter um
histograma uniforme, no qual o numero (percentual) de pixels de qualquer nivel de
cinza fica mais homogéneo. Para tanto, utiliza-se uma fung&o auxiliar, denominada
funcado de transformacgéao. A forma mais usual de se equalizar um histograma é utilizar
a funcao de distribuigdo acumulada (CDF — cumulative distribution function) da distri-
buicdo de probabilidades original, que pode ser expressa pela Equacao (2.4), ex-

pressa em Gonzalez e Woods (2002).

Se=T0 =Y 2= p (1) (2.4)
j=0 j=0

Em que:

0<srn=s1;

k=0,1, .., L1.

A Figura 2.10 apresenta uma imagem antes e depois de ser equalizada com
seus respectivos histogramas. Nota-se que, apos realizar o processo de equalizagao,

o histograma se apresenta consideravelmente mais uniforme.
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Figura 2.10 - Processo de equalizagido do histograma. (a) imagem original com seu respec-

tivo histograma; (b) imagem equalizada com seu respectivo histograma.

2.3.3 Técnicas de transformacoes de imagens
2.3.3.1 Brilho

O valor de f(x,y) em qualquer par de coordenadas é chamado de intensidade
da cor, ou no caso das escalas de cinza, o brilho naquele ponto. Esta notagao é utili-
zada para representar a intensidade luz que um determinado objeto transmite. Uma
imagem constituida por maioria de pixels com baixas tonalidades de cinza fica escura
e é considerada como uma imagem de baixo nivel de brilho. Enquanto que uma ima-
gem composta por pixels em maioria com altas tonalidades de cinza € mais clara, ou
seja, com muito brilho (Gomes, 2001; Henriques e Cruz, 2014; 999; Traina e Oliveira,
2006).

O brilho de uma imagem é definido por meio da média das tonalidades de cinza
dos seus pixels e pode ser descrito através da Equagéao (2.5). (Gomes, 2001; Henri-
ques e Cruz, 2014; Traina e Oliveira, 2006).

Y-1X-1

B=2> 3 flxy) (2.5)

y=0 x=0
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A Figura 2.11(a) apresenta uma imagem com alto nivel de brilho, na Figura
2.11(b) se vé a imagem original e, na Figura 2.11(c), a mesma imagem com baixo nivel
de brilho.

(c)

Figura 2.11 — Operagao de brilho em uma imagem. Alto nivel de brilho (a); imagem original

(b); baixo nivel de brilho (c).

2.3.3.2 Contraste

Uma técnica conhecida de melhoramento de imagens € aumentar seu contraste
para que se possa “ver melhor” esta imagem (Gonzales e Woods, 2002). O contraste
entre dois objetos pode ser definido como a razéo entre os seus niveis de cinza mé-
dios, ou seja, quanto mais distribuidos estiverem as intensidades dos pixels no histo-
grama, maior sera o contraste daquela imagem. A Figura 2.12 apresenta um exemplo
de modificagdo de contraste em uma imagem. A Figura 2.12(a) exibe a imagem com
baixo nivel de contraste, a Figura 2.12(b) exibe a imagem original, enquanto a Figura

2.12 (c) ilustra a imagem com o contraste ampliado.

(a) (b)

Figura 2.12 - Operagéao de contraste em uma imagen. Baixo nivel de contraste (a); imagem

original (b); alto nivel de contraste (c).
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A Figura 2.13 exibe dois histogramas, um deles com a maioria dos pixels con-
centrada em uma estreita faixa da escala de cinza, significando baixo contraste (Fi-
gura 2.13(a)), enquanto o outro (Figura 2.13(b)) corresponde a uma imagem com
pixels distribuidos ao longo de toda a escala de cinza, o que representa um nivel de

contraste mais elevado.
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Figura 2.13 - Exemplos de histograma com diferentes niveis de contraste. (a) histograma

com baixo contraste; (b) histograma com alto contraste (Solomon e Breckon, 2011).

2.3.4 Operagoes logicas e aritméticas

Apo6s uma imagem ter sido adquirida e digitalizada, ela pode ser vista como
uma matriz de numeros inteiros, permitindo que seja manipulada numericamente uti-
lizando operacgdes logicas e/ou aritméticas. Estas operagdes normalmente s&o execu-
tadas pixel a pixel. A Equacéao (2.6) descreve este tipo de operagao (Marques Filho e

vieira Neto, 1999):
XopnY =17 (2.6)
Em que Xe Y podem serimagens (matrizes) ou escalares, Z é obrigatoriamente

a matriz resultante e opn € um operador aritmético (+, -, x e /) ou légico (AND, OR,
XOR ou NOT).
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Desde que duas imagens sejam do mesmo tamanho, elas podem ser proces-
sadas pixel a pixel utilizando um operador aritmético ou l6gico. Este processo ira pro-
duzir uma terceira imagem, cujos pixels correspondem ao resultado da respectiva ope-
racao para cada elemento das imagens de origem.

Ao se executar operagdes aritméticas sobre imagens, deve-se ficar atento aos
problemas conhecidos como underflow (pixels com valores negativos) ou overflow
(pixels com valores acima do limite da imagem). A subtracdo de duas imagens pode
resultar em valores negativos para alguns elementos (underflow), da mesma forma
que a adigcado de duas imagens de 256 tons de cinza, por exemplo, pode resultar em
um numero maior que 255 para alguns pixels (overflow). Para contornar estes proble-
mas, existem basicamente duas alternativas: (1) manter os resultados intermediarios
em uma matriz na qual o espago em memdria alocado para cada pixel permita a re-
presentagdo de numeros negativos e/ou maiores que 255 e em seguida proceder a
uma normalizag&o destes valores intermediarios; (2) truncar os valores maiores que o
maximo valor permitido, bem como os valores negativos, igualando-os a 255 e 0, res-
pectivamente. A decisao depende do objetivo que se tem em mente ao executar de-
terminada operacgdo. Claramente a segunda alternativa € mais simples que a primeira
(Marques Filho e Vieira Neto, 1999).

2.3.5 Segmentacgao

De acordo com Belaid e Mourou (2009), a segmentacao € uma das mais im-
portantes etapas existentes no processamento de imagens e de Visao Artificial. Seu
objetivo é separar as regides que compdem uma imagem para que seja possivel a
extracdo de caracteristicas desta imagem que sao consideradas importantes. Regides
espacialmente diferentes, em uma mesma imagem, podem possuir nivel de cinza se-
melhante, o que as caracteriza como areas com caracteristicas em comum. Portanto,
a segmentagao consiste em atribuir um rétulo a cada pixel da imagem, identificando-
0 a qual regiao ele pertence (Albuquerque, et al., 2007; Heidjen, 1994).

Esquef (2002) descreve a segmentagao como o processo de separar a imagem
como um todo nas partes que a constituem e que se diferenciam entre si, reforcando
que esta etapa é considerada a mais critica de todo o PDI. E na etapa de segmentacéo
que sao definidas as regides de interesse para processamento e analise posteriores.

Como consequéncia deste fato, quaisquer erros ou distor¢des que tenham ocorrido
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nesta etapa influenciam diretamente a eficiéncia e eficacia das outras etapas, po-
dendo produzir, ao final do processo, resultados ndo desejados.

Nao existe um modelo formal para a segmentagao de imagens, pois trata-se de
um processo empirico e adaptativo, procurando sempre se adequar as caracteristicas
particulares de cada tipo de imagem e aos objetivos que se pretende alcancgar. Apesar
de existir uma grande diversidade de técnicas de segmentacdo de imagens, ainda
assim, devido a sua importancia e complexidade, existe grande interesse no estudo e
desenvolvimento de novas técnicas (Esquef, 2002).

O nivel de detalhamento em um processo de segmentacédo depende fortemente
da tarefa a ser executada e da resolu¢cdo da imagem que se tem. Quando se deseja
destacar uma casa em uma imagem obtida do nivel da rua, procura-se por regides
que ocupam grande parte da imagem (regides grandes), entretanto, ao se destacar
casas a partir de imagens de satélite, as regides sdo pequenas. Embora a tarefa seja
a mesma, as caracteristicas das imagens sao diferentes, afetando diretamente no tra-
tamento a ser realizado, podendo demandar técnicas diferentes de segmentacéo.

Os algoritmos de segmentagao baseiam-se em propriedade de descontinui-
dade e similaridade dos valores de nivel de cinza de uma imagem para dividi-la. A
descontinuidade divide uma imagem em relagdo as suas mudangas abruptas dos ni-
veis de cinza com detecgdo de pontos isolados, linhas e bordas da imagem. Ja a
similaridade agrupa os diferentes niveis de cinza utilizando: limiarizagédo, crescimento
de regides, divisdo e fusdo de regides (Beucher e Meyer, 2002; Gonzalez e Woods.
2000; Gonzalez et al. 2004).
2.3.5.1 Convolugao

Inimeras operacgdes uUteis em processamento de imagens sao efetuadas a par-
tir de um mesmo conceito basico, o de convolugdo com mascaras (Brakski e Kaehler,
2008; Gonzalez e Woods, 2000). Este conceito consiste em uma operagao de substi-
tuicao dos valores dos pixels baseados nos seus vizinhos e na aplicagcéo da translagao
de uma matriz chamada mascara, que, por sua vez, € uma matriz fixa de coeficientes
numeéricos com um ponto ancora, normalmente situado no centro da matriz.

As operacgdes de convolugado sdo comumente chamadas de filtros e sdo muito
utilizadas para a suavizacao e retirada de ruidos, deteccao de bordas, linhas e pontos,
entre outros. O resultado da convolugao pode ser definido pela Equagéo (2.7) (Brakski
e Kaehler, 2008)
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M;-1M;-1

H(x,y) = Z z I(x+i—ai,y+j—aj)G(i,j) (2.7)
i=0 j=0

Em que /(x,y) é definido como a matriz da imagem original que ira passar pelo
processo, a mascara € representada pela matriz G(ij) 0 <i<Mi—1e0<j<M;-1),
o ponto ancora é (a;, aj) e aimagem resultante é H(ij).

2.3.5.2 Suavizagao de imagens

Os denominados filtros de passa-baixa atenuam ou eliminam os componentes
de alta frequéncia no dominio de Fourier, deixando as frequéncias baixas inalteradas.
Os componentes de alta frequéncia caracterizam bordas e outros detalhes finos de
uma imagem, de forma que o efeito resultante da filtragem passa-baixa é o borramento
da imagem. Este efeito € muito utilizado na etapa de pré-processamento para a remo-
¢ao de pequenos detalhes de uma imagem antes da extragdo de objetos e para a
conexao de pequenas descontinuidades em linhas e curvas (Gonzalez e Woods,
2000).
2.3.5.2.1 Filtro Média

No filtro Média, o gradiente de cada pixel é substituido pela média dos niveis
de gradiente da sua vizinhanga, de acordo com o tamanho de sua mascara. Este filtro
€ aplicado no borramento da imagem e diminui¢cdo de ruidos e, claramente, quanto
maior for a mascara aplicada, maior sera a influéncia dos vizinhos sobre aquele pixel.

A Figura 2.14 mostra a aplicag¢ao do filtro Média em um pixel de uma imagem.
A matriz selecionada - Figura 2.14(a) - representa um recorte de uma imagem qual-
quer em tons de cinza, que possui um pixel central com valor consideravelmente me-
nor que os seus vizinhos. Ao se aplicar um filtro média 3x3, é feita a média entre o
pixel que sera alterado e seus n8(p) vizinhos, o resultado desta média substituira o

devido pixel, como pode ser visto na Figura 2.14(b).

(a) (b)
244 | 247 | 245 244 | 247 | 245
252 | 12 | 225 252 | 212 | 225
198 | 252 | 230 198 | 252 | 230
Parte da imagem Filtro média 3x3
em 256 tons de aplicado ao pixel
cinza central

Figura 2.14 - Aplicacao do filtro Média. (a) parte da imagem original em 256 tons de cinza;

(b) resultado da aplicacao do filtro média no pixel central.
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A Figura 2.15 exibe uma imagem antes e depois de ser aplicado o filtro média
com mascaras 3x3, 5x5, 7x7 e 9x9. Nota-se que, quanto maior a mascara utilizada,

maior é o efeito sobre a imagem.

Figura 2.15 - Aplicagao do filtro média; (a) Imagem original;(b) filtro com mascara 3x3; (c)

filtro com mascara 5x5; (d) filtro com mascara 7x7; (e) filtro com mascara 9x9.

2.3.5.2.2 Filtro Mediana

No filtro Mediana, o gradiente de cada pixel é substituido pela mediana dos
niveis de gradiente da sua vizinhanga, de acordo com o tamanho de sua mascara.
Este método é indicado para os casos onde se procura alcangar maior redugao de
ruidos com menor borramento da imagem, preservando a agudeza das bordas (Solo-
mon e Breckon, 2011).

A Figura 2.16 exibe uma imagem antes e depois de ser aplicado o filtro mediana

com mascaras 3x3, 5x5, 7x7 e 9x9.
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Figura 2.16 - Aplicagao do filtro mediana; (a) Imagem original;(b) filtro com mascara

3x3; (c) filtro com mascara 5x5; (d) filtro com mascara 7x7; (e) filtro com mascara 9x9.

A Figura 2.17 mostra a aplicagao do filtro Mediana em um pixel de uma imagem.
A matriz selecionada - Figura 2.17(a) - representa um recorte de uma imagem qual-
quer em tons de cinza. Ao se aplicar um filtro mediana com mascara de 3x3, os valores
sdo ordenados e sua mediana é selecionada para substituir o devido pixel, como pode

ser visto na Figura 2.17(b).
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10 | 20 | 18 10 | 20 | 18
20 | 15 | 20 20 | 20 | 20
25 | 25 | 100 25 | 25 | 100
Parte da imagem Filtro mediana
em 256 tons de 3x3 aplicado ao
cinza pixel central

Figura 2.17 - Aplicacao do filtro Mediana. (a) parte da imagem original em 256 tons de cinza;

(b) resultado da aplicagao do filtro mediana no pixel central.
2.3.5.2.3 Gaussiana

Assim como os filtros média e mediana, o filtro gaussiano é utilizado para borrar
ou desfocar a imagem na qual ele € aplicado, resultando na suavizagado da imagem e
reducao dos seus possiveis ruidos. A suavizagao gaussiana € largamente utilizada no
estagio de pré-processamento da imagem a fim de enaltecer a estrutura da imagem
em diferentes escalas (Jesus e Costa Junior, 2015; Trucco e Verri, 1998).

Matematicamente, a aplicacao do filtro gaussiano é realizada da mesma forma
que a convolugédo da imagem com uma fungdo gaussiana, como um filtro de média
simples. Esta funcao expressa a distribuicdo normal em estatistica utilizada para defi-
nir a curva gaussiana de uma dimensao (Freitas Filho, 2008). Como uma imagem é
definida em duas dimensdes, a fungao gaussiana utilizada no filtro gaussiano também
deve ser definida em duas dimensdes, uma dimensdo em X e outra dimensédo em Y.
Isto é obtido multiplicando-se a fungdo gaussiana definida em X pela mesma fungéo

definida em Y, obtendo-se assim, a Equacao (2.8) (Jesus e Costa Junior, 2015).

x2+y2

G(y) =G().6)' =5 e o (28)

A aplicagéo da equacgéo (2.8), atribuindo-se os valores de X, y e desvio padrao
(0), resulta na matriz a ser utilizada como mascara no processo de convolugao para
aplicagao do filtro. A Figura 2.18 exibe uma imagem antes e depois de ser aplicado o

filtro Gaussiano com mascaras 3x3, 5x5, 7x7 e 9x9.
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(d) (e)

Figura 2.18 - Aplicagao do filtro Gaussiano; (a) Imagem original;(b) resultado do filtro com
mascara 3x3; (c) resultado do filtro com méascara 5x5; (d) resultado do filtro com mascara

7x7; (e) resultado do filtro com mascara 9x9.
2.3.5.3 Deteccao de bordas

Uma borda em uma imagem é definida por uma mudancga, na maioria das vezes
abrupta, no nivel de intensidade dos pixels. Os algoritmos de detecg¢ao de borda ob-
jetivam encontrar este tipo de variagado nos pixels e, quando estao préximos, eles po-
dem ser conectados formando uma borda ou um contorno, definindo assim uma regiao

ou objeto (Solomon e Breckon, 2011).
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O tema “deteccgéo de bordas” (edge detection) vem desafiando os pesquisado-
res da area de Processamento de Imagens ha muitos anos e, com o intuito de melho-
rar a qualidade dos resultados, novas técnicas continuam sendo estudadas. Define-
se borda (edge) como a fronteira entre duas regides distintas, cujos niveis de brilho
predominantes sao razoavelmente diferentes. Pratt (1991) define uma borda de lumi-

nosidade como uma descontinuidade na luminosidade de uma imagem.

2.3.5.3.1 Sobel

Um dos métodos de convolugdo mais comuns € a derivada de Sobel, este mé-
todo calcula o gradiente da intensidade em cada ponto, dando a dire¢do da maior
variagao de claro para escuro, permitindo assim a deteccdo das bordas. A derivada
de Sobel possui a vantagem de poder ser definida por mascaras de qualquer tamanho,
além de fornecer, ao mesmo tempo, efeitos de diferenciagdo e suavizagédo (Gonzalez
e Woods, 2000; Brakski e Kaehler, 2008).

Este operador utiliza duas mascaras de dimensdes denominadas Gx e Gy, as
quais obtém a variagcdo dos gradientes na horizontal e na vertical, respectivamente.
Considerando que os pixels mais préximos do centro devem apresentar maior influén-
cia sobre o gradiente no ponto, as mascaras do operador de Sobel sdo definidas com
pesos da regido central e sdo apresentadas na Figura 2.19 (Gonzalez e Woods, 2002;
Ercolin, Filho, 2007).

() Gx (b) Gy
100 |1 121
20| 2 0| 0|0
100 |1 121

Figura 2.19 - Mascaras do operador de Sobel 3x3. (a) Operador horizontal (Gx); (b) Opera-
dor vertical (Gy) (Gonzalez e Woods, 2002).

A Figura 2.20 mostra a aplicagao do filtro Sobel em uma imagem em trés eta-
pas. Na Figura 2.20(a) se vé a imagem original, a Figura 2.20(b) mostra a aplicagao
do filtro com a mascara presente na Figura 2.19(a) (Gx), nota-se, claramente, que as
bordas horizontais sdo marcadas de forma mais forte. A Figura 2.20(c) mostra a apli-

cacao do filtro com a mascara presente na Figura 2.19(b) (Gy), desta vez, as bordas
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mais fortes sdo as verticais. Finalmente, na Figura 2.20(d), se vé o resultado da apli-
cacgao dos dois conjuntos (Gx e Gy), em que grande parte das bordas verticais e hori-

zontais sao detectadas pela operacgao.

(a) (b)

(d)

Figura 2.20 - imagem original em tom de cinza (a); imagem apos executar o filtro sobel com
mascara 3x3 (b) (Gonzalez e Woods, 2002).

2.3.5.3.2 Laplaciano

O filtro Laplaciano consiste em uma medida isotrépica bidimensional da deri-
vada de segunda ordem de uma imagem. Sua aplicagao realca regides de rapida va-
riacao de intensidade tornando-o util para a detecgao de bordas. Embora seja insen-
sivel a rotacao e, portanto, capaz de realgar ou detectar bordas em qualquer direcao,
seu uso acaba sendo restrito devido a grande suscetibilidade a ruido (Dias et al., 2011;
Neves e Pelaes, 2001).

Como este operador é muito sensivel a ruidos € comum aplicar primeiramente
um filtro de suavizagdo Gaussiano. E bastante usual aplicar o filtro Laplaciano asso-
ciado ao filtro Gaussiano através de uma operagao de convolugao, gerando um filtro
hibrido chamado Laplaciano do Gaussiano. Apés a filtragem, o operador procura por
valores que cruzam o zero e estdo associados a ocorréncia de bordas (Dias et al.,
2011).
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O operador laplaciano de uma fungéo f(x,y) é definido pela Equagao (2.9), des-

crita em Neves e Pelaes (2001).

92 92
V(o)) =55+ (2.9)

AFigura 2.21 mostra o resultado da aplicacdo do operador laplaciano com mas-
cara de dimensdes 3x3. A Figura 2.21(a) se vé a imagem original em tons de cinza,
enquanto na Figura 2.21(b) se vé o resultado da aplicagao do operador, com as bordas

destacadas.

(b)

Figura 2.21 - Aplicagao do operador Laplaciano. (a) imagem original; (b) resultado da aplica-

¢ao do laplaciano de dimensdes 3x3.

2.3.5.3.3 Canny

O operador de deteccdo de bordas desenvolvido por John Canny, em 1986,
realiza sua funcdo baseado em critérios de quantificacdo de desempenho de opera-
dores de borda conhecidos como: critério de deteccéo e critério de localizagao. Estes
critérios de desempenho ainda estao sujeitos a um outro critério, o de resposta multi-
pla, que corresponde ao fato de que, para uma unica borda, deve haver uma unica
resposta na saida do operador. Para que todos os critérios sejam atendidos, esta téc-

nica aproxima o operador 6timo, obtido a partir dos trés critérios de desempenho, pela
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primeira derivada da fungdo Gaussiana (Canny, 1986; Vale e Poz, 2002a; Vale e Poz,
2002b).

Em complemento ao operador de deteccao de bordas, Canny (1986) props
um processo chamado supressdo ndo maxima (supressao de valores de pixels que
nao forem maximos locais na direcdo transversal a borda), que causaria um afina-
mento da borda, atendendo a injun¢do de resposta multipla, e uma limiarizagado adap-
tativa chamada histerese (duplo limiar) com “complementagao de bordas”, permitindo
eliminar a fragmentacao dos contornos das bordas (Canny, 1986; Vale e Poz, 20023;
Vale e Poz, 2002b).

No operador Canny as bordas fracas sado incluidas na imagem de saida apenas
se estas estdo conectadas as bordas fortes. Assim, este processo € menos suscetivel
aruidos e mais coerente com as bordas fracas, além de reduzir a fragmentagao destas
bordas. A convolucgao é relativamente simples de ser aplicada, mas é cara computaci-
onalmente (Dias et al., 2011).

A Figura 2.22 mostra o resultado da aplicagao do operador Canny em uma ima-

gem em tons de cinza. Na Figura 2.22(a) se vé a imagem original e na Figura 2.22(b)

o resultado da aplicacao do operador com as bordas destacadas.

(a)

Figura 2.22 - imagem original em tom de cinza (a); imagem apés execuc¢ao do filtro Canny

com mascara 3x3 (b).
2.3.5.4 Limiarizar

A segmentagao de imagens por Limiarizagao (Thresholding) determina um ou

mais limiares entre os valores de niveis de cinza. Estes limiares devem ser escolhidos
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de forma a separar, da melhor maneira possivel, os objetos de interesse em relagéo
ao seu plano de fundo (Yamada, 2014). Alimiarizagao € uma das técnicas principais
no processamento de imagens digitais para realizar o reconhecimento e interpretacao
de objetos em imagens. E uma técnica considerada de médio nivel em que a imagem
€ separada em visdes, separando os objetos e o fundo (Gallon, 2013).

A forma mais simples de se realizar a limiarizagdo é a binaria por um limiar
unico (T). Nesta técnica, a segmentacao ¢ efetuada realizando-se uma varredura pixel
a pixel na imagem, rotulando cada pixel como sendo pertencente ao objeto ou ao
fundo, dependendo se o nivel de cinza for maior ou menor que T. Caso o pixel seja
menor que T ele sera substituido pelo valor 0 (preto), caso seja maior que T, sera
substituido pelo valor 255 (branco).

AFigura 2.23 mostra um exemplo da operacgé&o de limiarizagdo em uma imagem
com algumas folhas. Com a execugao do processo, grande parte do fundo foi exclu-

ido, deixando em destaque a possivel area de interesse.

Figura 2.23 - Exemplo de limiarizagdo. (a) imagem original; (a) imagem limiarizada (Univa-
net, 2016).

2.3.6 Trabalhos relacionados

Peixoto et al. (2015) desenvolveram uma ferramenta computacional, utilizando
C++ e OpenCV, para automatizar o calculo da densidade de nddulos de grafita em
ferro fundido nodular. O método tradicional de realizar este calculo é através da ana-
lise visual de um operador com o auxilio de um microscopio optico, assim, gerando
grau elevado de subjetividade. O software desenvolvido é baseado em duas técnicas
Watershed (Belaid e Morou, 2009) e crescimento de regides (Gonzales e Woods,
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2000). Os resultados apresentados pelo software mostraram que foi possivel automa-
tizar o calculo, diminuindo o tempo de 11 minutos no método tradicional para 6 segun-
dos no meétodo automatico, sem perder qualidade dos resultados e diminuindo consi-
deravelmente a subjetividade e chance de erro humano.

Albuquerque et al. (2007) desenvolveram um aplicativo utilizando processa-
mento digital de imagens e redes neurais artificiais, denominado SVRNA. O software
tem como objetivo realizar, de forma automatica, a segmentacao e a analise estereo-
l6gica de imagens de metais obtidas em microscépios opticos. Os experimentos mos-
traram que o0 SVRNA produz resultados satisfatorios em um tempo consideravelmente
menor quando comparado ao processo tradicional, realizado por um operador de ma-
neira visual, porém, nao € indicado seu uso para constituintes eutéticos, como por
exemplo, a ledeburita, pois reconhece fases diferentes como sendo uma unica fase.

Agarwal et al. (2003) utilizaram o software KS400 image analyzer para calcular
a fragdo de volume e a distribuicdo de tamanhos de poros em ligas de 6061-Al. Esta
liga metalica € largamente utilizada na industria automotiva e aeroespacial devido as
suas caracteristicas de soldabilidade e excelente resisténcia a corrosdo. Os autores
utilizaram estes calculos para analisar o comportamento dos poros na liga quando
submetida a diferentes tensdes em diferentes areas da liga. Esta analise permitiu en-
contrar a evolugao da relagao entre a fragao de volume dos poros e a tensao aplicada.

Armienti e Tarquini (2002) realizaram a analise da distribuicdo de tamanho de
cristais e contornos de grdo em rochas por meio do software VISILOG 5.2. O software
permitiu realizar analise utilizando fotos binarias das rochas. Por meio do VISILOG 5.2
foi identificado que a fracdo de graos de superficie maior esta ligada ao tamanho me-
nor de graos, influenciando mecanismos de difusao.

Aydemir et al. (2004) fizeram uma comparagao entre a identificagado das carac-
teristicas do solo através de duas técnicas. Uma delas consiste na técnica tradicional,
sem uso de software, enquanto a outra utiliza o software de processamento de ima-
gens denominado Erdas image processing software. Os autores afirmam que o sof-
tware se mostrou eficiente para extragao de informagdes a partir de amostras de clas-
sificagbes com multiplas camadas e multiplos espectros. O objetivo principal do pro-
cedimento de classificagdo das imagens foi atribuir automaticamente cada pixel de
uma imagem multicamada a uma classe de componente do solo. Os resultados apre-
sentados pelo Erdas software obtiveram 95% de acuracia quando comparados ao mé-

todo tradicional, chegando a quase 100% de acertos para calcita.
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Banerjee et al. (2013) desenvolveram um software para a segmentagao de ima-
gens de agco com duas fases, capturadas em microscopio eletrénico de varredura
(MEV). Um dos principais desafios para este tipo de segmentacao consiste no fato
dos contornos de grdao serem da mesma intensidade de cor de uma das fases presen-
tes na amostra. Para resolver este problema foi aplicado uma técnica de erosao se-
guida de dilatagéo, apresentada em Chanda e Majumder (2001). Os resultados atin-
gidos mostraram que a aplicagdo do software desenvolvido pelos autores foi satisfa-
téria para uma grande variedade de casos, automatizando a caracterizagao das amos-
tras.

Buryachenko et al. (2003) utilizaram técnicas de PDI para fazer a descrigao
quantitativa e simulagdo numérica de compadsitos fibrosos e identificar seus efeitos
nas propriedades elasticas do material. Neste trabalho foram utilizadas varias técnicas
de segmentacgao de imagens com o intuito de identificar os centroides das fibras exis-
tentes na amostra para, entdo, realizar a simulacdo numérica. Os métodos utilizados
mostraram resultados satisfatérios em relagdo a analise do modulo de elasticidade
dos compdsitos.

Chung e Chang (2013) desenvolveram uma ferramenta baseada em Redes
Neurais Artificiais (RNA) para calcular automaticamente a distribuicdo de tamanhos
de graos de sedimentos encontrados em rios. A ferramenta foi chamada de R-AGS e
trabalha em duas etapas, a primeira consiste na utilizacdo de RNA para realizar a
segmentacdo da imagem com processo de limiarizagdo e a segunda no célculo dos
tamanhos de grao. Esta técnica foi capaz de classificar os tamanhos de grdo em qua-
tro grupos diferentes e, conforme destacaram os autores, ndo so6 atingiu os objetivos
de fazer a distribuicdo de tamanho automatica e adaptativa, como também tem poten-
cial para substituir complexos e demorados métodos de amostragem manual.

Stanislaw e Maciej (2015) utilizaram o software Imaged para realizar a analise
estereoldgica em um estudo de trincas em clusters existentes em cimento, que sao
causadas por temperaturas elevadas. Primeiramente, as imagens foram transforma-
das em binarias, entdo, através do modulo analyse particles, foram extraidas informa-
coes de tamanho médio e perimetro médio dos clusters. Com base nos resultados
das medig¢des estereoldgicos, verificou-se que as fissuras na superficie dos espéci-
mes foram criadas pela carga de temperatura de 200 °C.

Bilinski et al. (2003) aplicaram técnicas de PDI visando encontrar a granulome-

tria de sedimentos de silica e calcario. As imagens foram binarizadas e tratadas de
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forma que as estruturas mais finas contidas nas amostras foram eliminadas progres-
sivamente, permitindo assim a classificacdo entre as trés categorias utilizadas. Os
autores afirmam que, de acordo com os resultados, este tipo de técnica pode ser pro-
missor, embora as categorias de ordem menor tenham obtido resultados melhores do
que as categorias de ordem maior.

Guo et al. (2015) aplicaram técnicas de filtros, limiarizagcdo e watershed em
imagens digitais para analisar o tamanho dos graos em amostras de asfalto. Todos os
procedimentos foram realizados em escala de cinza, o filtro média foi utilizado para
retirar os ruidos que possam existir na imagem, principalmente por poluentes que pos-
sam aparecer em algumas areas no processo de preparagéo do asfalto. Para definir
a limiarizagao ideal, foi utilizado método OSTU, descrito em Bruno et al. (2012). Apos
a limiarizacao e aplicagao de filtros, a imagem é transformada em binaria e entdo o
watershed é executado para separar gréaos que estdo sobrepostos. Assim, os graos
de interesse sédo separados na imagem para que possam ser feitos os calculos este-
reoldgicos de distribuicdo dos tamanhos dos graos. Dentre as conclusdes do trabalho,
os autores ressaltam que o watershed se mostrou eficiente para separar graos sobre-
postos e a técnica utilizada apresentou resultados satisfatérios, sugerindo a substitui-
cao do método tradicional, que € mais custosa e demorada.

Horovistiz et al. (2004) desenvolveram um método para obter informacdes
quantitativas acerca dos tamanhos de graos em superficies fraturadas de materiais
ceramicos. Os autores usaram o ImageJ para realizar o processamento das imagens,
que seguiu duas etapas: a separagao entre graos intergranulares e transgranulares e
a medicao dos tamanhos dos graos. Apos este processo os resultados deste meétodo
foram comparados com os métodos tradicionais de medigao. A segmentagao realizada
para realizar a separacao dos tipos de graos e destaca-los perante o fundo das ima-
gens e outros possiveis ruidos foi: mudangas no brilho e contraste da imagem, filtro
média com matriz 15x15, equalizagdo do histograma, novamente uso do filtro média
de matriz 3x3, limiarizacdo da imagem, transformando-a em binaria e, novamente,
filtro média de matriz 3x3. Os resultados, comparados com resultados de métodos
tradicionais de medi¢ao, mostraram que a técnica pode ser usada para extrair infor-
macgodes de tamanho de graos das imagens de materiais ceramicos, diminuindo con-
sideravelmente o tempo deste processo.

Horovistiz e Muccillo (2011) propéem um método para caracterizagao de cera-

micos sinterizados utilizando o ImageJ. Neste trabalho, um dos principais desafios foi
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relacionado a prépria imagem, que possui contornos de grédos em cores escuras e
brilhantes, envoltos em uma matriz constituida em tons de cinza. Conforme os auto-
res, o software de processamento de imagens néo reconhece este tipo de contorno
de grao sem que um processamento pesado seja feito antes. A solugdo encontrada
foi a utilizacdo de uma sequéncia de filtros de derivacdo espacial e morfologica. A
técnica utilizada se mostrou eficiente, permitindo a obtencao de diversas informacoes
acerca de distribuicdo de tamanhos de grao e porosidade dos materiais. Os autores
ressaltam que este tipo de técnica pode ser estendido para analises de outros tipos
de sistemas.

Marinoni et al. (2005) utilizaram o software Image Pro Plus 4.1 para estudar a
morfologia da argamassa em imagens digitalizadas. O tratamento das imagens foi
conduzido por meio dos seguintes passos: Calibracdo espacial (para identificar as es-
calas); deteccédo de poros por operagdes aritméticas com as imagens; detecgédo de
minerais por operacdes aritméticas; identificacdo de fracdes de carbonato por intensi-
dade da cor no sistema HSI e manualmente, dependendo da intensidade e homoge-
neidade da luz na imagem; Deteccao de silica por intensidade da cor no sistema RGB;
Medi¢do dos tamanhos das fases existentes nas imagens; analise estatistica das in-
formacdes obtidas. Os autores afirmam que os resultados obtidos por este método
foram promissores e sugerem que o processamento digital de imagens pode ser uma
alternativa efetiva e automatizada em relacédo aos métodos mecanicos tradicionais
para encontrar a morfologia dos materiais.

2.3.6.1 Contagem de elementos em imagens

Aquino et al. (2011) utilizaram o processo de contagem para analisar a sintese
e a atividade in vitro de anticorpos anti-T. gondii de novos 4-tiazolidinonas. Para de-
terminar a efetividade dos tratamentos realizados, € necessario encontrar a porcenta-
gem de células infectadas e a média do numero de parasitas intracelulares. Para tanto,
foram contadas pelo menos quatrocentas células e milhares de parasitas. Todas as
contagens foram realizadas por operadores diretamente no microscopio, sem a ajuda
de softwares. Este procedimento também foi utilizado para contagem de células e pa-
rasitas em Gomes et al. (2012), Carvalho et al. (2014), Carvalho et al. (2010), Tendrio
et al. (2005) e Liesen et al. (2010).

Oliveira (2013) utilizou a contagem de elementos em imagens para realizar uma
analise estereoldgica postmortem do cortex orbitofrontal de individuos acometidos por

transtorno obsessivo-compulsivo ou por transtorno afetivo bipolar. Nesta investigagao,
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foi utilizado o plugin “Cell Counter’ do software ImagedJ para contar a quantidade de
neurénios presentes nas imagens. Para cada um dos 31 individuos selecionados fo-
ram contados entre 746 e 2230 neuronios, totalizando entre 23.121 e 69.130 conta-
gens. Nao foi realizado nenhum tipo de tratamento ou segmentagéo nas imagens an-
tes da contagem e n&o foram registradas informagdes acerca de tempo de contagem
e precisao ou facilidade de uso do software.

Francisco et al. (2004) avaliaram o desempenho de uma macro (rotina informa-
tizada) desenvolvida no programa Image-Pro Plus 4.5 exclusivamente para contagem
automatica de nucleos imunopositivos para o antigeno nuclear em célula proliferante
(PCNA). A Macro foi criada com o intuito de reproduzir a segmentacgao (limiarizagao e
filtros) considerada ideal para este tipo de imagens e, entao, realizar a contagem dos
elementos que atendessem alguns critérios definidos pelos autores. Apesar da macro
nao ter contado elementos considerados fracos (baixos niveis de cinza) ou pequenos,
a comparacgao entre os resultados das contagens da macro com as contagens do mé-
todo tradicional mostrou uma correlagao estatistica significativa (r s = 0,964, p < 0,001)
e uma alta proporcao (89,8 + 3,8%) de nucleos imunopositivos contados coerente-
mente pela macro. Desta forma, os autores concluiram que a metodologia proposta
pode ser considerada uma alternativa valida em relacao aos métodos tradicionais de
contagem.

Grud et al. (2016) desenvolveram um algoritmo para a contagem automatica de
trincas em materiais compdsitos, chamado ACC (Automated Crack Counting). O algo-
ritmo proposto trabalha, primeiramente, com a segmentagdo da imagem por meio de
filtros e limiarizacao para, entao, realizar a contagem através de uma varredura pixel
a pixel na imagem em busca das trincas destacadas. O método é totalmente automa-
tico e, conforme os autores, se mostrou como uma ferramenta rapida, precisa e com
alta reprodutibilidade, tornando-a uma ferramenta util para este tipo de problema es-
pecifico.

Launeau et al. (2010) desenvolveram um software para a contagem de inter-
ceptos em imagens em escala de cinza de minerais. O objetivo do trabalho foi apre-
sentar uma ferramenta que permita fazer a contagem melhorando a precisdo em re-
lagdo a outros métodos, que desconsideram alguns interceptos em casos onde os

graos estao sobrepostos, e diminuindo a necessidade de pré-processamento. O sof-
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tware foi capaz de determinar satisfatoriamente as informagdes acerca dos graos en-
contrados em minerais a partir de fotos tiradas em uma cémera digital, provando sua
utilidade neste tipo de investigacao.

Matzl, e Schneebeli (2010) desenvolveram uma ferramenta para o calculo da
area superficial especifica em materiais porosos. O algoritmo utiliza uma combinagao
de filtros e operagdes logicas com imagens para segmenta-las. Apos este processo,
a contagem é feita através de uma varredura na imagem e contagem de interceptos
através dos N8(p) vizinhos. A ferramenta criada apresentou grande precisdo e econo-

mia de tempo, se mostrando consideravelmente util.
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3 METODOLOGIA

O presente capitulo descreve a metodologia utilizada na execugéao do trabalho.
Esta metodologia foi realizada em trés etapas ciclicas, seguindo o fluxograma ilus-
trado na Figura 3.1. Os recursos utilizados, as trés etapas do desenvolvimento e a

validacao do software sdo detalhados no decorrer deste capitulo.

Visitas ao
| laboratério

Andélise de

Definir
recursos e

interface [ Andlisede
Experimentos outros softwares
em contagem / .
™

Y

imagens

Distribuir
software

Desenvolver

codigo
\
\
1 QtCreator
Avaliar
software \ OpenCv
internamente

Testes de
contagem

Testes de
segmentacdo

Figura 3.1 - Fluxograma de desenvolvimento do software.

O software desenvolvido neste trabalho foi denominado Quanto. Seu objetivo
consiste em auxiliar e automatizar processos de analise e contagem em imagens de
microscopios, além de permitir realizar diversos tipos de tratamento e segmentagao
de imagens com o intuito de possibilitar que sejam feitas analises complexas.

O Quanto foi desenvolvido para plataforma MS-Windows e Linux, entretanto,
os recursos utilizados em seu desenvolvimento, o framework Qt e a biblioteca Ope-
nCV, sdo multiplataforma, o que flexibiliza a inclusdo de novos recursos e adaptagdes

para outras plataformas.
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3.1 Recursos utilizados

O desenvolvimento da aplicacdo foi feito na linguagem C++, utilizando as faci-
lidades do framework Qt Creator 5.6 e a biblioteca OpenCv 3.1, que auxilia o ganho

de produtividade na programacao de softwares de visdo computacional.

3.1.1 Qt software

O Qt Creator (Qt) é um framework multiplataforma para desenvolvimento de
software com interface grafica de usuario, pertencente a empresa finlandesa de sof-
tware Digia Oyj. Atualmente é considerado um dos toolkits mais completos e promis-
sores. Desde o inicio do seu desenvolvimento, em 1991, o Qt vem se consolidando
nao s6 como um poderoso foolkit para construcao de interfaces graficas de usuario,
mas também como biblioteca de propdsito geral, possuindo recursos para Inter-Pro-
cess Communication, acesso a banco de dados, programacao concorrente e distribu-
ida, manipulacdo de XML, renderizagdo 3D, dentre outras funcionalidades (Santos e
Andrade, 2013).

O recurso multiplataforma permite que o cédigo desenvolvido neste toolkit seja
compilado em diferentes sistemas operacionais, tais como, Windows, Linux, Mac Os,
Android e outros. A abordagem utilizada pelo Qt é a seguinte: “codifique uma vez,
compile em qualquer lugar”, este recurso aumenta consideravelmente a produtividade,
pois o desenvolvedor n&o precisara empregar muito tempo no processo de compati-
bilidade em diferentes sistemas operacionais (Nogueira, 2013; Blanchette, 2008).

O Qt Creator € distribuido por meio das licengas Lesser General Public License
(LGPL) e comercial e disponibiliza diversos recursos para construgao facilitada de in-
terfaces graficas de usuario, depuragao, syntax highlighting, funcdes basicas de refa-
toragao, profiling e integragdo com sistemas de controle de versdo. A LGPL € uma
licenca de software livre e o desenvolvimento de softwares é permitido desde que
sejam distribuidos com a mesma licenga. A licenga comercial possui custos e os sof-
twares possuem seus desenvolvimentos autorizados com restrices de licengas (San-
tos e Andrade, 2013; Vasconcelos, 2010).

Algumas das ferramentas livres e proprietarias mais conhecidas e de ampla
utilizagdo que foram desenvolvidos em Qt Creator séo: KDE, VLC Media Player,
Skype, Virtual Box entre outros. Além destes, as empresas mais conhecidas utilizado-
ras do Toolkit sdo: Google, Canon e AMD (Sales, 2014).
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3.1.2 OpenCV

O OpenCV (Open Source Computer Vision) pode ser definido como uma bibli-
oteca de programacgao voltada para facilitar o desenvolvimento de aplicativos sofisti-
cados de visdo computacional. Esta biblioteca foi desenvolvida pela empresa Intel no
ano 2000, utilizando a linguagem C e com cédigo aberto. Ela possui médulos de Al-
gebra Linear, Estrutura de Dados, Processamento de imagens e video e interface gra-
fica de usuario (Nogueira, 2013; OpenCV, 2012).

Assim como o QT creator, o OpenCV & multiplataforma e sua aplicacao é feita
com grande eficiéncia em varias tarefas de analise de imagens, tais como: segmen-
tacdo, reconhecimento de faces, filtragem de imagens, aprendizado de maquina, ca-
libragao de cameras, identificacdo de objetos e outras (Nogueira, 2013).

A biblioteca contém mais de 500 métodos que englobam diversas areas da vi-
sdo computacional, incluindo inspe¢des em geral, imagens médicas, seguranga e ro-
botica (Bradski e Kaehler, 2008; Sales, 2014). Neste trabalho o OpenCV se mostrou
de grande importancia, principalmente para o aumento da produtividade. Uma vez que
possui diversas fungdes ja criadas, excluiu a necessidade de codificar fungdes para
operacdes mais conhecidas, tais como: Filtros, limiarizagdo, binarizagao, operacoes

l6gicas e aritméticas, dentre outras.

3.2 Etapas do desenvolvimento do software

O Quanto foi desenvolvido em trés etapas ciclicas contendo os mesmos proce-
dimentos, conforme pode ser visto na Figura 3.1. Em cada etapa, uma nova versao
foi distribuida e testada com novas funcionalidades. Cusumano e Yoffie (1999) salien-
tam algumas vantagens desta metodologia sobre a pratica de langar uma unica versao
do software completo ao final do desenvolvimento, séo elas:

e O software é testado continuamente e o retorno dos usuarios permite
corregdes de problemas e a aceitagdo de sugestdes para implementa-
¢cdes em versoes futuras;

e Adivulgagao do software é realizada por um periodo mais longo, permi-
tindo que um numero maior de usuarios o utilize durante a execugéo do
trabalho;

¢ Resultados sdo produzidos durante a execugao do trabalho, validando

sua importancia.
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3.2.1 Primeira etapa
3.2.1.1 Definir recursos e interface

O Quanto foi pensado para ser um software de tratamento de imagens de mi-
croscopios que facilite e automatize processos de contagem de elementos e caracte-
rizagdo. Para definir suas funcionalidades e interface e tornar o software uma ferra-
menta util na execugao de tarefas que ainda ndo possuem auxilio, primeiramente foi
realizada uma analise de varios softwares ja disponiveis para o uso que se propdéem
a executar tarefas semelhantes. Esta verificacao foi feita com o intuito de identificar
recursos importantes que um programa deste segmento precisa ter, além de verificar
quais funcionalidades ainda nao foram contempladas e que podem ser incluidas no
Quanto. Os softwares analisados foram:

e ImageJ - Ferramenta livre robusta de analise de imagens com mais de
400 plugins disponiveis para diversas funcionalidades (Collins, 2007);

e Goitaca — Software livre com recursos de video-microscopia e estereo-
logia quantitativa (Sales, 2014);

¢ Anati Quanti — Software livre para analises quantitativas em estudos de
anatomia vegetal (Aguiar et al., 2007);

¢ Image-ProPlus — Software proprietario de medi¢cado e analise de ima-
gens para aplicagdes cientificas, médicas e industriais (Francisco et al.,
2004).

A interface grafica do software definida nesta etapa serviu de base para todas
as versdes do Quanto, sofrendo apenas pequenas alteragdes e acréscimos de funci-
onalidades. Esta interface foi pensada para possibilitar a execu¢cado das tarefas de
forma simples e intuitiva para que o usuario, sem esforco, possa encontrar o que pre-
cisa. A fim de facilitar a assimilagao, desde o inicio do trabalho com o software foi
utilizado o maximo possivel de similaridade com as interfaces dos softwares analisa-
dos.

3.2.1.2 Desenvolver cédigo
3.2.1.2.1 Abrir e salvar imagem

Funcdes para a abrir e salvar imagens nas extensdes conhecidas de imagens

llpng , pgm , Jpg , Jpeg , bmpll’ lltif"’ lltiff" e "Xpm“_
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Estas funcdes foram criadas utilizando recursos da biblioteca OpenCv tipicas
para esta fungédo (OpenCV, 2012), que, ao se informar o caminho de um determinado
arquivo de imagem, carrega 0 mesmo para o programa no tipo Mat, do OpenCV. Este
tipo trata a imagem como uma matriz, permitindo que sejam realizados tratamentos e
calculos.

As fungdes para abrir e salvar imagens foram alteradas na terceira etapa, em
que foram incluidas algumas funcionalidades apresentadas na sec¢ao 3.2.3.2.1.

3.2.1.2.2 Sair do programa

Encerra a execugdo do programa.

3.2.1.2.3 Operagoes de tratamento de imagens

Na primeira etapa do desenvolvimento foram implementadas varias operag¢des
de tratamento de imagens. O OpenCyv ja possui fungdes criadas especificamente para
todas as fungdes que foram necessarias no software, as quais foram usadas no
Quanto, necessitando somente da entrada de parametros por parte do usuario. As

funcionalidades sao apresentadas no Quadro 3.1.

Funcionalidade Descrigao
Brilho Altera o brilho da imagem de acordo com um valor informado pelo usua-
rio
Altera o contraste da imagem de acordo com um valor informado pelo
Contraste .
usuario
Eroséo Aplica a funcéo de eroséo nos elementos da imagem
Dilatacao Aplica a funcado de dilatacdo nos elementos da imagem

Equalizar histograma | Aplica a equalizagdo da imagem baseado no histograma

Aplica o filtro de suaviza¢cdo média de acordo com a mascara informada

Filtro média -
pelo usuéario

Aplica o filtro de suaviza¢do mediana de acordo com a mascara infor-

Filtro Mediana 2
mada pelo usuério

Aplica o filtro de suavizacdo gaussiano de acordo com a mascara infor-

Filtro Gaussiano -
mada pelo usuério

Aplica o filtro de detecéo de bordas sobel de acordo com a mascara in-

Sobel L
formada pelo usuéario
Laplaciano Aplica o filtro de detecéo de bordas Laplaciano de acordo com a mas-
P cara informada pelo usuario
Cann Aplica o filtro de detecéo de bordas Canny de acordo com a mascara in-
y formada pelo usuario
Lo Aplica a limiarizagcdo em trés faixas do histograma, de acordo com as
Limiarizacao ; . L.
faixas informadas pelo usuério
Binaria Faz a binarizacdo da imagem de acordo com um limiar informado pelo

usuario




Tons de cinza
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Transforma a imagem para uma imagem monocromatica de oito bits
(tons de cinza)

Somar imagens

Realiza a soma de duas imagens do mesmo tamanho

Subtrair imagens

Realiza a subtracdo de duas imagens do mesmo tamanho

Operacéo logica E

Realiza a operacao logica E entre duas imagens do mesmo tamanho

Operagcdo ldgica
NAO

Realiza a operacéo l6gica NAO entre duas imagens do mesmo tamanho

Operacéo logica OU

Realiza a operacao l6gica OU entre duas imagens do mesmo tamanho

Operacdo logica OU

Realiza a operacgéo l6gica OU exclusivo entre duas imagens do mesmo

exclusivo tamanho

Quadro 3.1 - Funcionalidades inseridas com o auxilio de fungdes do OpenCv
3.2.1.2.4 Visualizar histograma

Este recurso permite ao usuario visualizar o histograma da imagem em ques-
tdo. Para gerar o histograma foi criada uma estrutura de repeticdo passando por todos
os pixels da imagem e contabilizando a intensidade de brilho de cada um. Ao final, é
mostrada uma imagem gerada com o acumulado de cada valor em forma de histo-
grama.
3.2.1.2.5 Zoom

O zoom serve para ampliar ou reduzir uma imagem para melhorar a visualiza-
¢cao de determinados elementos. O préprio Qt Creator ja possui a fungéo Scaled Con-
tents em seus labels, que ajusta proporcionalmente o tamanho da imagem ao tama-
nho do /abel. Desta forma, ao se deixar esta opgao selecionada, necessita-se somente
alterar o tamanho do label para que a imagem seja ampliada ou reduzida.

3.2.1.3 Avaliar software internamente

Consistiu em testar a versao do software em busca de erros de desenvolvi-
mento. Este processo foi realizado por trés usuarios internos com conhecimentos
avangados em computacdo. A avaliagao se encarregou de encontrar e registrar os
erros para que possam ser corrigidos nas etapas posteriores.

Esta avaliagéo foi realizada da mesma forma nas trés etapas de desenvolvi-

mento do Quanto, portanto, sera explicada somente nesta secao.
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3.2.2 Segunda etapa
3.2.2.1 Definir recursos e interface

Apods implementar os recursos de tratamento e segmentacao de imagens, fo-
ram realizadas diversas visitas ao Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT -
UENF), onde foi possivel acompanhar processos de contagem de células e parasitas
em imagens de microscopios. Nestas visitas, o processo de contagem dos elementos
foi acompanhado passo a passo, o que possibilitou entender na pratica as especifici-
dades deste processo que, até entdo, é realizado manualmente e sem a ajuda de
qualquer software ou recurso de computacgao. Assim, foram definidas as funcionalida-
des e recursos do Quanto em relagdo a contagem de elementos, as quais sao apre-
sentadas na seg¢ao 3.2.2.2.

3.2.2.2 Desenvolver cédigo
3.2.2.2.1 Selecionar escala

Serve para indicar uma escala de tamanho na imagem em quest&o. O usuario
deve tragar uma reta na imagem e informar o tamanho em uma determinada unidade
de medida (UM) escolhida por ele. Apds este processo, captura-se o tamanho em
pixels dessa reta para que seja feito o calculo desta grandeza em relagdo ao tamanho
informado pelo usuario na unidade de medida escolhida, encontrando assim a relagao
pixel/lUM. Com esta relacédo, pode-se encontrar qualquer medida na imagem.
3.2.2.2.2 Criar formas

Permite que o usuario crie formas na imagem, tais como, retas, retangulos,
elipses e outros. Para realizar esta operacao foram utilizadas as classes do Qt Creator
QEventFilter, que captura eventos executados pelo usuario, e QPainter, que cria as
formas na imagem. Deste modo, quando o usuario seleciona a opgao de criar formas
o QEventFilter é iniciado e captura o ponto exato em que o usuario realiza um clique
na imagem (MouseClick) e o ponto exato onde ele libera este clique (MouseRelease).
Apos estas informagdes serem capturadas, elas sao submetidas ao QPainter que cria
a forma selecionada pelo usuario. Um dos parametros do QPainter € a sua cor, que &
definida de acordo com a cor selecionada pelo usuario na interface grafica do sof-
tware.

Ao criar uma forma, se houver uma escala selecionada, o Quanto ira calcular o
tamanho ou a area desta forma na unidade de medida da escala. Esta informagao

podera ser exibida ou ndo, de acordo com um checkbox.
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3.2.2.2.3 Realizar contagem

Esta funcionalidade permite que o usuario realize a contagem de elementos de
varios tipos diferentes em uma imagem aberta no programa. A contagem envolve va-
rios procedimentos no Quanto, tais como, adicionar e excluir tipos, incrementar ele-
mento, marcar elemento na imagem, decrementar elemento e desmarcar elemento na
imagem.

A funcdo QEventFilter foi utilizada para identificar o local onde o usuario reali-
zou um click. Considera-se que neste local existe um elemento a ser contabilizado na
contagem. Assim, ao realizar o click, o software guarda informacdes sobre o local
exato naimagem e o tipo que o usuario selecionou para contabilizar o elemento, além
de outras informacdes internas.

As informacgdes acerca de cada ponto clicado pelo usuario, tais como, localiza-
¢ao, tipo e outros, sdo guardadas em uma estrutura de dados do tipo lista encadeada,
que funcionou de forma satisfatoria, pois transforma cada ponto em um elemento
unico. Desta forma, caso o usuario deseje excluir um determinado ponto por ter feito
uma contagem errada ou por qualquer outro motivo, necessita-se somente identificar
o local onde o ponto se encontra e deletar este ponto da lista.

Outro recurso importante que a estrutura do tipo lista encadeada proporcionou
foi a possibilidade de plotar e apagar estes pontos na imagem quantas vezes for ne-
cessario. Para isto foi criada uma funcao que passa por todos os indices da lista e
plota cada ponto na imagem com uma cor diferente para cada tipo. Para plotar os
pontos na imagem foi utilizada a classe QPainter, que cria pequenos quadrados de
8x8 pixels.

O uso do procedimento de contagem na pratica pode ser visto na se¢ao 4.2.9.

3.2.2.2.4 Contagem automatica

O procedimento de contagem automatica realiza uma busca na imagem em
questao com o intuito de localizar elementos semelhantes a um template, previamente
selecionado pelo usuario, e contabiliza estes elementos na contagem.

Para realizar esta tarefa foi utilizada a fungédo TemplateMatching do OpenCuv.
Esta fungao realiza uma varredura em toda imagem procurando por regides que te-
nham qualquer nivel de semelhanga com um template previamente definido e gera
uma nova imagem em tons de cinza. Esta nova imagem gerada pela fungao aparece

borrada com regides mais escuras e mais claras seguindo a seguinte regra: quanto
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mais clara estiver a regido na nova imagem, maior é a semelhanga daquela regiao
com o template utilizado. Desta forma, consegue-se identificar diversos elementos pa-
recidos com o uma regiao de interesse para serem considerados na contagem.

A Figura 3.2 mostra um exemplo de aplicagdo do templateMatching em uma
imagem. Na Figura 3.2(a) encontra-se a imagem original, que consiste em uma ima-
gem de células com alguns parasitas, tipicamente usada em contagens. Na Figura
3.2(b) o template utilizado (este template € uma parte recortada da imagem original,
neste caso, um dos parasitas que estdo ao redor da célula) e na Figura 3.2(c) a ima-
gem resultante da aplicagao da funcéo. Nota-se, claramente, que os locais onde exis-
tiam parasitas na imagem original aparecem destacados na imagem de resultado, su-
gerindo semelhanga maior em relagédo ao template.

Para finalizar o método de contagem automatica, utiliza-se um grau de correla-
¢ao informado pelo usuario e entdo percorre-se por toda a imagem, se a alguma re-
gido possuir correlagdo maior ou igual ao informado pelo usuario, aquela regido en-
trara na contagem. Para facilitar o procedimento como um todo, as regides seleciona-
das para serem contabilizadas na contagem automatica sao incluidas na lista enca-
deada de pontos explicada na secéo 3.2.2.2.3 e, a partir de entdo, sido tratadas como

pontos marcados na contagem manual, podendo ser excluidos.

(a)

Figura 3.2 - Exemplo de aplicagéo da funcao TemplateMatching. (a) imagem original; (b)

template utilizado; (c) imagem em tons de cinza gerada pela fungdo como resultado.
3.2.2.3 Distribuir Software

A versao distribuida foi aquela aprovada na avaliagao interna e posteriormente
distribuida aos usuarios externos para testes de maior envergadura. O Quanto foi dis-
ponibilizado para o Laboratério de Biologia Celular e Tecidual, assim como para os
técnicos e pesquisadores do Laboratério de Materiais Avangados (LAMAV-Uenf).
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3.2.3 Terceira etapa
3.2.3.1 Definir recursos e interface

Os testes realizados por pesquisadores utilizando o Quanto para realizar a con-
tagem de elementos na pratica, mostraram os pontos positivos e as dificuldades de
uso do software. Desta forma, foram identificadas funcionalidades adicionais a serem
desenvolvidas ou melhoradas, as quais sdo apresentadas na se¢ao 3.2.3.2.

3.2.3.2 Desenvolver cédigo
3.2.3.2.1 Salvar projeto e carregar projeto (criagao da extensao “.qto”)

Ao realizar os testes com o software na segunda etapa do desenvolvimento, foi
identificado que muitas vezes o usuario precisara realizar a contagem em diversas
imagens do mesmo tipo e, diante da quantidade elevada de contagens, precisara pa-
rar o processo e retoma-lo em outro momento. Diante disto, foi necessario criar uma
forma de salvar o estado da contagem a qualquer momento para que ele possa ser
carregado posteriormente.

Para resolver este problema, o recurso salvar imagem, implementado na pri-
meira etapa do desenvolvimento, foi alterado de forma a criar uma extensao especifica
do Quanto, a extensdo “.qto”. Assim, os arquivos salvos com esta extensdo possuem
duas partes principais: a imagem que esta sendo trabalhada e os dados referentes a
contagem. A juncao destes dois dados de tipos diferentes (a imagem e a lista encade-
ada dos pontos de contagem) é feita transformando-os em um tipo unico, utilizando a
classe do Qt Creator QByteArray. Além destes dados, o arquivo com extenséao “.qto”
guarda algumas informagdes importantes, tais como, nome da imagem que foi traba-
Ihada, caminho onde se encontra a imagem, entre outros.

A fungao abrir imagem também precisou ser alterada de forma a carregar os
dados de contagem. Ao abrir uma imagem, primeiramente é feita uma verificagao do

tipo de arquivo que foi selecionado, caso seja um arquivo de imagem padrao (exten-

soes "png", "pgm", "jpg", "jpeg",
carregada com auxilio do OpenCy, caso seja um arquivo do Quanto (extensao “qto”)

bmp", "tif", "tiff" e "xpm"), a imagem é simplesmente

€ necessario um tratamento diferenciado. Este tratamento exerce a fungao de separar
a imagem dos dados da contagem e carregar a lista encadeada com os dados exis-
tentes no arquivo carregado. Apds este processo a imagem é carregada na tela do

programa e € possivel continuar a contagem normalmente.
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3.2.3.2.2 Avangar para proxima imagem e retornar para imagem anterior

Para facilitar a utilizagdo do programa, foram implementadas as funcionalida-
des de avancar para a proxima imagem do diretério e recuar para a imagem anterior.
Estas fungdes percorrem o diretério em busca do préximo arquivo ou do arquivo an-
terior (de acordo com o selecionado pelo usuario) e, ao encontra-lo, chamam a fungéo
carregar projeto. Para que nao sejam perdidas informacgdes, a fungéo salvar projeto
sempre € chamada antes de carregar um novo projeto e, para nao criar muitos arqui-
vos no diretdrio do usuario, o programa cria uma pasta chamada Quanto Projects em
que sao salvos estes arquivos.

3.2.3.2.3 Salvar relatorio

Ao final de toda contagem, sendo feita com o auxilio de softwares ou nao, é
necessario que os dados sejam tabulados em uma planilha. Diante disto, a fungao
salvar relatério foi criada para facilitar este processo e aumentar a produtividade.

Esta fungdo utiliza recursos de outras duas fungdes ja explicadas, avangar para
proxima imagem e carregar projeto, pois, ela percorre por um diretorio previamente
selecionado pelo usuario e, ao encontrar um arquivo “qto”, captura as informacgdes
acerca da contagem, tais como, tipos, quantidade de elementos de cada tipo, nome
da imagem, entre outros.

Estes dados capturados sao exportados para um arquivo com extensao “csv’,
um arquivo de texto que pode ser lido pelos aplicativos de planilhas eletrénicas. Para
organizar os dados de forma correta séo utilizados os separadores “;” para indicar uma
nova célula a frente e “\n” para indicar quebra de linha.

O procedimento supracitado é repetido para todos os arquivos com extensao
“qto” do diretdrio indicado pelo usuario. Apds todos os dados serem exportados para
0 arquivo com extensao “csv”, séo incluidas férmulas de média e desvio padrao, co-
mumente utilizadas nos processos de contagem.

3.2.3.2.4 Exportar imagem

Ao se alterar o recurso de salvar imagem para salvar os projetos Quanto, o
software impossibilitou o usuario de salvar somente a imagem com as segmentagoes
e tratamentos realizados, sem os dados de alguma contagem. Assim, a fungéo expor-
tar imagem foi criada, ela simplesmente salva a imagem em um formato padréao de

imagem com o auxilio de fungées do OpenCuv.
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3.2.3.3 Fracgao volumétrica por fragao de pontos

As funcionalidades relacionadas a calculos estereoldgicos foram as ultimas a
serem implementadas. A fragdo volumétrica por fragado de pontos realiza este calculo
através de uma malha de pontos que sao inseridos igualmente espagados na imagem,
a qual deve ser previamente binarizada. Para realizar o calculo, antes de inserir os
devidos pontos na imagem, é realizada uma verificagdo do pixel em que o ponto sera
inserido. Caso este pixel esteja em um local correspondente a fase de interesse, este
sera contabilizado para a realizagédo do calculo.

ApOs inserir e contabilizar todos os pontos, € realizado o calculo apresentado
na Equacao (2.1).

3.2.3.4 Area superficial por unidade de volume teste

Para realizar o calculo da area superficial por unidade de volume teste, séo
inseridas linhas igualmente espagadas na imagem, que deve ser previamente binari-
zada. Ao inserir estas linhas, a imagem vai sendo verificada pixel a pixel e, sempre
que a linha intercepta a fase de interesse, este intercepto é contabilizado em um con-
tador. Apos inserir todas as linhas, o numero total de interceptos e o tamanho total das
linhas é conhecido. Portanto, resta somente aplicar estes valores a Equagao (2.2) para
conhecer o valor de Sv.

3.2.3.5 Comprimento por unidade de volume teste

Para calcular o comprimento por unidade de volume teste, necessita-se contar
quantos elementos da fase de interesse existem na imagem. Para isto, foi utilizado o
algoritmo conhecido como Flood Fill, que percorre toda imagem binarizada e, ao en-
contrar um objeto, marca o mesmo, permitindo realizar a contagem de quantos ele-
mentos foram marcados.

ApOs realizar a contagem de todos os objetos e calcular a area da imagem de
acordo com a escala previamente definida pelo usuario, o programa realiza o calculo
da Equacéo (2.3) e determina o Lv.
3.2.3.6 Distribuir Software

Novamente, a versao distribuida foi aquela aprovada na avaliacédo interna.
Desta vez, com uma versao mais completa. O Quanto foi disponibilizado para o Labo-
ratério de Biologia Celular e Tecidual, para os técnicos e pesquisadores do Laboratério

de Materiais Avancados (LAMAV-Uenf), para o laboratério de biologia da Faculdade
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Santa Marcelina (LabBio FASM - Muriaé-MG) e esta disponivel para download no en-

dereco: https://sourceforge.net/projects/quantosoftware/?source=directory.
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4 APRESENTAGAO DO SOFTWARE

O presente capitulo tem por finalidade apresentar os principais recursos desen-
volvidos no Quanto, mostrar o resultado da validagado do software proposto frente a
utilizagdo de métodos manuais e discutir os resultados e percepgdes relacionadas ao

uso do Quanto em processos praticos.

4.1 Interface grafica

A interface do Quanto foi desenvolvida para ser simples e intuitiva, seguindo a
tendéncia e os padrdes utilizados na maioria dos softwares que se propdéem a analise
e tratamento de imagens (Sales, 2014; Collins, 2007; Aguiar et al., 2007; Francisco et
al., 2004). Esta interface € composta de barra de menu, caixas de ferramentas, painel
lateral de funcionalidades, ferramentas de criagao de formas, area de trabalho e painel
de snapshot. A Figura 4.1 apresenta a tela de interface do Quanto com uma imagem

carregada para analise.

® Quanto o m] X
Arquivo Editar Ferramentas Filtros Imagem
Mah 332 YREVNYVYY $J00O@ @G unbncwe if il x
Contar particulas N . v v ‘ LA ¥
» .
. ‘ . ‘ po! » ‘
Iniciar Pausar - . "N — ’ X 2
Salvar relatério Je o 2a2¢ * . N
Contagem automatica o 5 L %l.:\ Ly : v‘l ot ‘ e ‘ L3
Selecionar Template < ’ Gt et ‘ " g
Reinicar contagem ’a . : e " {? .
PN
~ e, A
AN A ’v‘ . 2 -
: * 5 )
. i :
R — » - ’ o _ . ‘ %
Porosidade N % . . % ST A
e ¢ ; W RS .
Estereologia N % ' g S ar s va®
Formas N .' .’.. B K ’_'
4 % . ®.
Mostrar medida rn ?
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\' " 286
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Figura 4.1 - Interface grafica do Quanto. 1) barra de menu; 2) caixas de ferramentas; 3)
painel lateral de funcionalidades; 4) ferramentas de criagéo de formas; 5) area de trabalho;

6) painel de snhapshot.
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A barra de menus foi dividida em cinco menus principais, sendo eles: Arquivo,
Editar, Ferramentas, Filtros e imagem. Cada menu principal agrupa submenus
relacionados que podem chegar até trés niveis na hierarquia. O Quadro 4.1 apresenta

0S menus principais e seus respectivos submenus.

Menu principal Submenu 1 Submenu 2 Submenu 3
Abrir - -
Salvar - -

Arquivo ;
Exportar imagem - -

Sair - -

Copiar - -
Editar Colar - -
Recortar - -

Selecionar escala - -

Erosao

Morfoldgicas - —
Dilatacao

Equalizar

Histograma Normalizar

Visualizar
Watershed
Limiar

Segmentacao Binaria

Ferramentas Operagoes -
Negativo

Tons de cinza

. Somar
Aritméticas -
Subtrair
E
L. Nao
Logicas
Ou
Ou exclusivo
Brilho e contraste -
Sobel -
Passa alta Laplaciano -
, Canny -
Filtros 1
Média -
Passa baixa Mediana -
Gaussiana -
Préoxima imagem - -
Imagem anterior - -
Imagem
Zoom + - -
Zoom - - -

Quadro 4.1 - Composicéo e hierarquia da barra de menus do Quanto.
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A regido composta pelas caixas de ferramentas possui diversos atalhos de
acesso rapido que dao acesso as ferramentas de tratamento e segmentagéo de ima-
gens. O propésito destas caixas de ferramentas é facilitar o uso de recursos frequen-
tes, aumentando a produtividade. Entretanto, com o intuito de padronizar o software,
todas as funcionalidades contidas nestas barras também podem ser encontradas na
barra de menu. Outro recurso presente nas caixas de ferramentas é a possibilidade
de altera-las de lugar de acordo com as necessidades e vontades do usuario, tornando
a interface gréafica do Quanto mais flexivel.

O painel lateral de funcionalidades agrupa os recursos principais do Quanto. E
nesta regido que o usuario podera iniciar e proceder a contagem de elementos em
imagens e realizar as medi¢des estereoldgicas de seu interesse.

As ferramentas de criagdo de formas sédo aquelas que permitem ao usuario
criar elipses, retangulos, anotagdes, entre outros. Nesta regido pode-se também defi-
nir a cor das formas e a agao de mostrar ou ndo as medigdes ao criar as formas
supracitadas.

A area de trabalho é aquela em que a imagem é exibida e trabalhada. Nesta
area a imagem sera carregada para que todas as alteragdes, contagens, medigdes e
formas sejam exibidas.

No painel de snapshot sao exibidas miniaturas das imagens resultantes das
operacgoes realizadas no programa. Cada agao realizada no Quanto gera um novo
snapshot com uma nova miniatura neste painel. Ao clicar em uma destas miniaturas,
a acao realizada é desfeita ou refeita.

Ainda com o intuito de aumentar a facilidade de uso e produtividade, bem como
tornar o software mais amigavel, o Quanto possui uma série de combinagdes de teclas
de atalho que, ao serem pressionadas, realizam as fungdes de tratamento de imagens
e segmentacdo. O Quadro 4.2 destaca as operagdes disponiveis no Quanto com suas

respectivas teclas de atalho.

Tipo de Operacio Teclas de Tipo de Overacio Teclas de
operacao perag atalho operacao perag atalho
Abrir Ctrl+0 Operacbes Somar Ctrl+P
Salvar Ctrl +S aritméticas | Subtrair Ctrl +F
Menu £ "
Arquivo | ZXPortar Ctrl + K E Ctrl + A
imagem
Sair Ctrl + Esc OT?r?GOES N3o Ctrl +7
ogicas
] Copiar Ctrl+C & Ou Ctrl+5
Menu Editar -
Colar Ctrl +V Ou exclusivo [ Ctrl +6
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. Brilh
Recortar Ctrl + X Ajustes rhoe Ctrl+B
Contraste
M leci
enu | Selecionar Ctrl + H Sobel Ctrl +1
ferramentas |escala Filtros passa
Operacdes |Erosdao Ctrl + E alta Laplaciano Ctrl + 2
morfoldgicas | Dilatac3o Ctrl+D Canny Ctrl +3
Equali
9”3 zar Ctrl +Q Média Ctrl+4
histograma
Operagoes . . .
Visual
com !sua 1zar Ctrl+N F|Itros. passa Mediana Ctrl + M
) histograma baixa
histograma
N li
‘orma \zar Ctrl + ) Gaussiana Ctrl+ G
histograma
Proxi
Watershed Ctrl+ W roxima Ctrl + >
Imagem
. Imagem
Limiar Ctrl+L Menu Imagem ge Ctrl +<
Segmentacdo Anterior
Bindria Ctrl+B Zoom + Ctrl + +
Negativo Ctrl + 1 Zoom - Ctrl + -
Tonsdecinza |Ctrl+T - - -

Quadro 4.2 - Operacdes disponiveis no Quanto e suas respectivas teclas de atalho.

4.2 Funcionalidades

Esta seg¢ao apresenta o procedimento de uso das funcionalidades para as quais
o Quanto foi desenvolvido. Cabe ressaltar que, para evitar redundancia, os recursos

comumente encontrados nos softwares de analise de imagens ndo foram abordados.

4.2.1 Selecionar escala

Permite ao usuario, a partir de uma medida conhecida na imagem, definir uma
escala de tamanho em uma determinada unidade de medida escolhida.

Para definir a escala, apds carregar uma imagem no programa, o usuario de-
vera selecionar a devida opg¢ao no menu ferramentas ou através de um dos atalhos
de acesso rapido (Secao 4.1), entdo sera exibida uma mensagem indicando o préximo
passo, em que o usuario devera tracar uma reta em uma distancia conhecida. A tela

com esta mensagem é exibida na Figura 4.2.

(® Selecionar escala *

\i]_) Para definir a escala, trace uma reta com uma distdncia conhecida.

oK

Figura 4.2 - Mensagem do Quanto ao clicar na op¢ao de selecionar escala.
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Apos clicar em “Ok”, a mensagem desaparecera e o software ficara aguardando
que o usuario trace uma reta na imagem. Para melhorar a precisdo deste processo,
esta reta obrigatoriamente é feita na horizontal, pois, independentemente da posi¢ao
do mouse, o Quanto usa a mesma coordenada (eixo x da matriz da imagem) para
plotar esta linha.

Ao tracar a reta supracitada, aparecera um pequeno formulario solicitando as
informacgdes relacionadas ao tamanho e unidade de medida. Nesta tela é possivel
visualizar e alterar o tamanho em pixels da reta, indicar o tamanho conhecido na uni-
dade de medida que o usuario preferir e indicar esta unidade de medida. A Figura 4.3
mostra a tela do quanto apds tragar a reta necessaria para selecionar a escala. Nela
se vé o formulario de solicitagdo de informacdes da escala e a reta tragcada em ver-
melho logo abaixo do formulario. E importante frisar que apds clicar em “Ok” a reta

desaparecera e a escala sera plotada no canto inferior direito da imagem.

@ Quanto - a X
Arquive Editar Ferramentas Filtros Imagem

Mah B3@e YRYVYY  OOOOOO

»

® Tipo1

- “J Tamanho da reta em pixels |158

Tamanho

30

Unidade de medida um

| OK J

Contar particulas N » _;- . '.'!r_“. ’ Wl o
Y ¢ N . )
Iniciar Pausar 7 .(,} e * s .. \‘ ™ a
2oz .
Salvar relatério ’ 1. 4 . . . » » .
. . B - %) 2 -
Contagem automatica 4 .
- N n?
Selecionar Template - v
Reinicar contagem @ Quanto ? X
— xias + A- ._ Qual tamanho corresponde a reta criada?

Cancel

" I ~y 0N e e w
= N > »
Porosidade [ » [ 2 - _Te
e . A & oy *
Estereologia \ y o . ! : N g ob
Formas ’ : L »
s N 5 st aeV
» - .
Mostrar medida L *
] e

x 2 A . ; ‘ |
- k -
. Vermelho ~ - -

Figura 4.3 - Tela do Quanto no processo de definir escala.

4.2.2 Criar formas

O Quanto permite que sejam criadas elipses, retadngulos, retas e outras formas.

Para isto, é necessario utilizar as ferramentas de criagao de formas que ficam no canto
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inferior esquerdo da tela do software. Ao clicar na forma escolhida, basta clicar na
imagem e “arrastar’” o mouse para que a forma seja tragada. O usuario podera ainda
escolher a cor da forma e se a medida daquela forma devera ser exibida. A Figura 4.4
ilustra uma imagem com diferentes formas de diferentes cores criadas no programa,

algumas com medidas e outras sem a medida.

@ Quanto - ] X

Arquivo Editar Ferramentas Filtros Imagem

Mah 338 TRYVYY & OOOO®® Lmbin » if» -
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Figura 4.4 - Exemplo de criagao de formas no Quanto.

4.2.3 Operacgcoes morfolégicas

A opcgao de operagdes morfoldgicas permite executar as operagdes de erosao
e dilatac&o. A eroséo visa diminuir uma determinada fase na imagem, enquanto a di-
latagdo tende a aumentar uma determinada fase. Para realizar a erosao e a dilatacao,
basta selecionar estas opgcdes no menu ferramentas ou utilizar as teclas de atalho e a
operagao sera executada na imagem. Na Figura 4.5 pode ser visto um exemplo de

execucao das duas operagoes.
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(a) (b)
. . B o - B s
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Figura 4.5 - Exemplos de operagdes morfolégicas no Quanto. (a) imagem apds ser execu-
tado trés vezes o processo de dilatagdo. (b) imagem apds ser executado trés vezes o pro-

cesso de erosio.

4.2.4 Operagoes com histograma

Duas operagdes com histograma foram implementadas no Quanto. A primeira
€ a visualizagao do histograma, que pode ser acessada no menu Ferramentas - Ope-
ragcdes - Histograma —> Visualizar, pela caixa de ferramentas relacionada ao histo-
grama ou pelas teclas de atalho Ctrl+V. Esta opgado mostra o histograma da imagem

carregada no programa e seu uso pode ser visto na Figura 4.6.

@ Dialog ? ot

Ok Cancel

Figura 4.6 - Exemplo de uso da opg¢ao visualizar histograma.

O Quanto também permite que o histograma da imagem seja equalizado, dimi-
nuindo os picos de intensidade. Para equalizar o histograma basta acessar o menu
Ferramentas - Operacdes - Histograma - Equalizar, clicar no icone de equalizar
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presente na caixa de ferramentas relacionada ao histograma ou usar as teclas de

atalho Ctrl+Q. A Figura 4.7 ilustra o resultado da operagéao feita no Quanto.

Figura 4.7 - Exemplo de execugao da operagao equalizar histograma. (a) imagem orignal;

(b) resultado do histograma equalizado.

4.2.5 Segmentacgoes

Na parte de segmentagdes podem ser feitas quatro operacgdes diferentes: Li-
miar, binaria, tons de cinza e negativa. Todas as quatro trabalham com a imagem em
tons de cinza.

Para transformar uma imagem colorida em uma imagem monocromatica com
256 niveis de cinza, o usuario necessita clicar na opg¢ao respectiva, disponivel no
menu Ferramentas - Operagdes - Segmentacdo - Tons de cinza, na caixa de fer-
ramentas relacionada a segmentacgao e nas teclas de atalho Ctrl+T. A Figura 4.8 mos-

tra o resultado desta operacédo no Quanto.

(a) (b)
" > P T e i o
- :Q' : | 3 ‘_ - '-:;.'-Q' |
Jgpce 8 T gpce 8
- &- L i W e
“ ® N 4 . ."'l . ’ '\ " . : |

Figura 4.8 - Exemplo de operagao de transformagao da imagem em tons de cinza no

Quanto. (a) imagem original; (b) resultado da operagéo.
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Para realizar a transformagao da imagem em binaria ou para realizar a limiari-
zagao, assim como na transformacgéo em tons de cinza, também é necessario acessar
0 menu na area de segmentacgao ou utilizar uma das formas de acesso rapido. Entre-
tanto, nestas duas operagdes, necessita-se definir um limiar. Por exemplo, no pro-
cesso de binarizagdo, se o limiar for definido como 127, todos os pixels que tiverem
valor inferior a127 recebem o valor zero e todos os pixels acima deste nivel recebem
o valor 255. Este limiar € comumente definido no gradiente central (127 para imagens
de 256 niveis de cinza). Todavia, muitas vezes se torna interessante utilizar diferentes
limiares de acordo com cada tipo de imagem, assim, no processo de binarizagéo e
limiarizagdo, o Quanto permite ao usuario definir este valor.

Ao selecionar uma dessas duas opgdes, uma nova “janela” de auxilio sera car-
regada. Esta nova “janela” possui trés campos principais: a visualizacdo do histo-
grama da imagem, disponivel para orientar a decisdo do usuario; dois sliders para o
usuario definir, de fato, os limiares (para binarizagao é usado somente um slider e para
limiarizagao sdo usados dois); e a imagem resultante, para que o usuario possa saber
o resultado daquela operagao antes mesmo de executa-la.

E importante ressaltar que a limiarizacdo implementada no Quanto utiliza dois
limiares, permitindo que sejam separadas até trés faixas de valores em imagens. Acre-
dita-se que este recurso pode ser muito util em imagens que possuem mais de um
pico de intensidade no histograma. A Figura 4.9 ilustra a “janela” de solicitacdo dos
limiares no processo de limiarizagao. Na prévia do resultado da operagao é possivel
notar as trés faixas destacadas pelo processo. Os pixels que estavam abaixo do pri-
meiro limiar (160) receberam o valor zero (preto), aqueles que estavam entre os dois
limiares (entre 160 e 200) continuaram com seus respectivos valores e aqueles acima
do segundo limiar (200) receberam a cor azul.

Na parte direcionada a segmentagao, é possivel ainda realizar a negativa de
uma determinada imagem. Para isto o usuario devera selecionar a respectiva opgao
no menu de segmentacdes e 0 programa ira executar a operagao na imagem carre-

gada. Um exemplo desta operagao no Quanto pode ser visto na Figura 4.10.
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@ Dialog ? X

(b)

Figura 4.10 - Exemplo de aplicacdo da operagao de negativa no Quanto. (a) imagem origi-

nal; (b) resultado da operacao.
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4.2.6 Brilho e contraste

Para ajustar o brilho e contraste de uma imagem no Quanto, deve-se acessar
o menu Ferramentas - Brilho e Contraste. Posteriormente, é necessario adequar os
dois recursos atraves dos sliders disponiveis em uma “janela” auxiliar, que possui tam-
bém uma prévia do resultado da operacao. A tela de ajuste de brilho e contraste é

ilustrada na Figura 4.11.

@ Ajuste de brilho e contraste ? X

Brilho: - 15

Contraste: ==

OK Cancel

Figura 4.11 - Janela de ajuste de brilho e contraste.

4.2.7 Operagoes logicas e aritméticas

As operagdes logicas e aritméticas implementadas no Quanto permitem que
sejam realizadas as operacgdes aritméticas: adigdo e subtracdo, além das operacdes
|6gicas: E, NAO, OU e OU exclusivo em imagens. Para isto € necessario acessar uma
destas opgdes no menu Ferramentas - Operacdes e entdo sera exibida a tela mos-
trada na Figura 4.12. Nesta tela sdo mostradas as ultimas seis alteragdes feitas em
imagens no programa e ainda existem dois espagos disponiveis para que sejam car-
regadas novas imagens do arquivo, as quais estarao disponiveis para se realizar a
operacao desejada. Para indicar as imagens que irdo participar da operacao, deve-se
clicar na figura escolhida e arrasta-la ao respectivo campo. A prévia da operagao &
mostrada no campo inferior direito para que o usuario veja o resultado antes de aplica-
lo. E importante ressaltar que estas operacdes requerem que as duas imagens sejam

do mesmo tamanho.



@ Dialog ? X

ey "

Dé um duplo clique para abrir Dé um duplo clique para abrir

uma imagem do arquivo. uma imagem do arquivo.

Figura 4.12 - Janela de operacdes logicas e aritméticas.

4.2.8 Filtros

Para acessar os filtros no Quanto, o usuario devera acessar o menu Filtros e
entdo escolher entre os filtros passa alta e passa baixa. Em todos os casos, indepen-
dentemente do filtro escolhido, sera carregada uma pequena “janela” solicitando a
mascara que devera ser considerada para aplicar a operacéo. A Figura 4.13 exibe a

tela referida para o filtro mediana. Em todos os filtros esta tela segue o mesmo padréo.

@ Matriz do filtro Mediana ? >

Digite o tamanho da matriz para o filtro Mediana:
B =

| Ok | Cancel

Figura 4.13 - Tela de configuragdo da mascara para executar um determinado filtro.
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4.2.8.1 Filtros passa alta

Os filtros passa alta disponiveis no software s&o: Sobel, Laplaciano e Canny.
Todos eles séo voltados a detecgao de bordas. O resultado da aplicagéo dos trés filtros
no Quanto, todos com mascaras de 3x3 e sem nenhum tratamento prévio, € mostrado
na Figura 4.14. Nota-se, claramente, que o filtro Canny foi mais afetado pelos ruidos

da imagem e que o filtro Sobel foi 0 que apresentou resultado mais nitido.

- (a) (b)

(© ) (@)

Figura 4.14 - Exemplo de aplicagéo dos filtros passa alta no Quanto com mascara de 3x3.
(a) imagem original; (b) resultado da aplicagdo do Sobel; (c) resultado da aplicagao do La-

placiano; (d) resultado da aplicagao do Canny.
4.2.8.2 Filtros passa baixa
Os filtros passa baixa disponiveis no software sao Média, Mediana e Gaussi-

ano. Todos eles séo voltados a suavizagao de imagens. O resultado da aplicagdo dos

trés filtros no Quanto, todos com mascaras de 9x9, € mostrado na Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Exemplo de aplicagéo dos filtros passa baixa com mascaras de 9x9. (a) ima-
gem original; (b) resultado da aplicacao do filtro média; (c) resultado da aplicacdo da medi-

ana; (d) resultado da aplicagéo do filtro Gaussiano.

Ao se analisar visualmente o resultado da aplicagao dos filtros passa baixa de-
monstrados na Figura 4.15, ndo sao encontradas muitas diferencas aparentes. Entre-
tanto, estes filtros sdo de extrema importancia para o tratamento de imagens, con-
forme explanado na Secao 2.3.5.2. Somente para critério de comparagao, o filtro So-
bel foi executado com mascara 3x3 apds serem realizadas duas operagdes de suavi-
zacao com o filtro mediana utilizando mascaras de 9x9. O resultado desta operacao
pode ser visto na Figura 4.16. Nota-se que a suavizagdo da imagem antes de executar
a deteccdo de bordas melhora consideravelmente seu resultado reduzindo os ruidos.
E importante ressaltar que esta é apenas uma das aplicacdes possiveis dos filtros de
suavizagao, que possuem diversas outras aplicagdes com bons resultados (Gonzalez
e Woods, 2000; Jesus e Costa Junior, 2015; Trucco e Verri, 1998).
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(b)

Figura 4.16 - Resultado da operagéo de filtro Sobel antes e apds a execugao do filtro de su-
avizagao mediana. (a) Filtro Sobel aplicado sobre a imagem original; Filtro Sobel aplicado

apo6s duas execucgdes do filtro mediana com mascaras 9x9.

4.2.9 Contagem de particulas

Com o intuito de ampliar o numero de pessoas aptas a utilizar o Quanto e au-
mentar o conforto em seu uso, o processo de contagem foi implementado para ser
executado de forma simples e intuitiva, sem exigir do usuario qualquer conhecimento
relacionado a edigdo ou segmentacao de imagens.

Para proceder a contagem, primeiramente o usuario devera incluir os tipos de-
sejados na aba “Contar particulas”, presente no painel lateral de funcionalidades, no
lado esquerdo da tela inicial do programa (Figura 4.1). Nesta parte é possivel incluir
até dez tipos diferentes de elementos para serem contados e, caso o usuario deseje,
podera também excluir algum tipo indesejado. A Figura 4.17 exibe o painel lateral de
funcionalidades com destaque nos botbdes para incluir (botdo com o simbolo “+”) e
excluir tipos (botdo com siimbolo “-“). Nota-se que, ao abrir o Quanto, ja existe por
padrao um tipo denominado “Tipo 1”. Este tipo esta presente somente para melhorar

o entendimento do software e sera alterado assim que for incluido o primeiro tipo.
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Contar particulas

Iniciar Pausar
Salvar relatdrio
Contagem automatica
Selecionar Template

Reinicar contagem

Figura 4.17 - Parte do painel de funcionalidades presente no lado esquerdo da tela inicial do

Quanto com destaque nos botdes incluir e excluir tipos.

Ao clicar no bot&o para incluir um tipo, aparecera uma pequena “janela” solici-
tando o nome deste tipo, exibida na Figura 4.18. Apds escrever o nome desejado e
clicar em “ok” o tipo sera incluido e estara disponivel para ser utilizado na contagem.
E importante ressaltar que a inclusdo ou exclus&o dos tipos ndo depende de ter uma

imagem carregada no programa, podendo, portanto, ser realizada antes ou depois de
abrir a imagem.

® Tipo a serin.. ? >

QK Cancel

Figura 4.18 - Tela para informar o tipo a ser incluido.

Apos incluir todos os tipos desejados, podera ser iniciada efetivamente a con-
tagem das particulas, de acordo com seus respectivos tipos. Para isto € necessario
clicar no botao “Iniciar”, destacado na Figura 4.19. Este botdo sera habilitado assim
gue O usuario carregar uma imagem no programa e, ao ser pressionado, ativa o
Quanto para realizar a contagem, que pode ser feita de forma manual ou automati-

zada. Os dois tipos de contagem sao apresentados secdes 4.2.9.1 € 4.2.9.2, respec-
tivamente.
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Figura 4.19 - Tela principal do Quanto com destaque no botao iniciar.

4.2.9.1 Contagem manual

O processo de contagem manual no Quanto é feito basicamente utilizando o
mouse, de forma consideravelmente simples. Apds incluir os tipos desejados, carregar
a imagem e clicar no botao iniciar, o programa ficara aguardando que o usuario clique
em cima de cada item a ser contabilizado. Ao clicar em um item, o mesmo sera con-
tabilizado para o tipo que estiver selecionado no painel de funcionalidades, presente
no lado esquerdo da tela inicial do software. Por exemplo, para contar células em uma
imagem que contenha células e parasitas, apds incluir os respectivos tipos e iniciar a
contagem, o usuario devera selecionar o tipo relacionado as células e clicar em todas
as células presentes na imagem. Desta forma, todas as células serao contabilizadas.
Para contar os parasitas, 0 mesmo processo deve ser feito, mas com o tipo de parasita
selecionado.

Para evitar falhas e melhorar o entendimento do processo, o Quanto marca
cada ponto contabilizado com um pequeno retangulo de 8x8 pixels. Estas marcas
possuem cores diferentes para cada tipo, diferenciando os mesmos na visualizagao.

Além das cores, um numero também é adicionado, funcionando como um indice para
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cada tipo. Este indice esta presente também no painel lateral de funcionalidades, fa-
cilitando sua identificagao.

A Figura 4.20 exibe a tela do Quanto com a contagem de células e parasitas
em uma imagem. As células foram incluidas com indice “1” e receberam a marcagéao
vermelha, enquanto os parasitas receberam o indice “2” e receberam a marcagao
azul. A cada clique realizado nas células e parasitas na imagem, seu respectivo tipo
foi incrementado e o somatdrio da contagem € mostrado na frente de cada tipo, ante-
cedido pelo simbolo “#”, comumente utilizado para indicar valores em softwares.

Nota-se que, de acordo com a contagem demonstrada na Figura 4.20, a ima-

gem utilizada possui 30 células e 239 parasitas.

@ Quanto - | X
Arquive Editar Ferramentas Filtros Imagem
H E ‘i n, &, ‘G-( » »
Contar particulas - ;,i: i
Iniciar Pausar . ¥
- 0
Salvar relatério o ;
T . L
Contagem automatica ; . - l'.;
Selecionar Template " ..'
Reinicar contagem
— Tipos + ‘-._ ' )\ I‘.
1. Célula #30 i ‘ 3
W g
® 2. Parasita #239 o ow
- Ll
Porosidade A\ .
— |-
Estereologia N
LI
Formas I
Mostrar medida .1'
1
- Preto %

Figura 4.20 - Processo de contagem manual no Quanto.

Ao realizar testes com o Quanto, foi identificado que muitas vezes sera neces-
sario desfazer a contagem de um unico item, sem reiniciar a contagem inteira. Esta
operacao pode ser necessaria por variados motivos, como por exemplo um item con-
tabilizado de forma incorreta, ou a necessidade de conferir aquele item. Diante disto,
0 programa permite realizar esta operagdo com apenas um clique. Para desfazer a
contagem de um item, basta clicar com o bot&o direito do mouse em cima da sua
marcacgao. Assim, este sera desmarcado e desconsiderado da contagem. Indepen-

dentemente do tipo que estiver selecionado, o Quanto identifica qual ponto que foi
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clicado com o botao direito do mouse e retira aquele ponto da contagem, decremen-
tando uma unidade no respectivo tipo. Também € possivel reiniciar a contagem inteira
clicando no botao “reiniciar contagem”, desta forma toda contagem sera zerada, reini-
ciando este processo.

Ao terminar o procedimento de contagem em uma imagem, o usuario podera
selecionar a opgao “Proxima imagem”, presente no menu Imagem -> Proxima ima-
gem. Ao selecionar esta opgéo, a contagem concluida sera salva no diretério “Quanto
Projects” com o mesmo nome da imagem analisada, porém com extensdo “qto”. A
pasta “Quanto Projects” &€ criada pelo programa no diretorio da imagem carregada.
Apos salvar o arquivo, o Quanto carrega automaticamente a proxima imagem para
que seja procedida a contagem com os mesmos tipos, mas o usuario podera altera-
los caso deseje. Este comportamento foi implementado porque, conforme identificado
na fase de definicdo dos requisitos, na maioria dos casos sao realizadas varias con-
tagens com imagens do mesmo padrao.

Para evitar falhas, assim que uma contagem ¢ iniciada, todas as funcionalida-
des de tratamento e segmentacao de imagens sao desabilitadas. Caso seja necessa-
rio fazer uso destes recursos, € possivel pausar a contagem clicando no botao “pau-
sar’, entdo estas fungcdes sdo novamente reestabelecidas. Isto permite que o usuario
continue a contagem quando desejar, clicando novamente no botao “iniciar”.

4.2.9.2 Contagem automatizada

A contagem automatizada néo foi implementada para substituir o processo de
contagem manual, mas sim para auxiliar este procedimento, aumentando a produtivi-
dade. Para utilizar este recurso, deve-se clicar no botao “Contagem automatica”, pre-
sente no painel de funcionalidades.

Ao selecionar a contagem automatica, sera gerada uma nova tela com a ima-
gem carregada. Ao abrir esta tela, o programa fica aguardando a selecao de um tem-
plate, que ira servir como base para encontrar elementos semelhantes na imagem.
Portanto, ao selecionar uma parte da imagem, o software encontrara automaticamente
elementos que tenham as mesmas caracteristicas do template selecionado, seguindo
uma correlagao estatistica.

O critério de correlacéo estatistica pode ser alterado de acordo com as neces-
sidades por meio do slider acima da imagem. Ao se aumentar o valor deste slider, a
tendéncia € que sejam encontrados menos elementos, pois somente aqueles que pos-

suirem maior semelhanga com o template serao aceitos. Ao se diminuir o critério de



74

correlagao acontece o efeito inverso, pois serao aceitos elementos com menor seme-
Ihanga, logo, ha uma tendéncia de que sejam encontrados mais elementos na ima-
gem.

O Quanto permite que o template seja selecionado quantas vezes forem ne-
cessarias. Este recurso, aliado a possibilidade de se alterar o critério de correlacao,
permite que sejam feitos diversos ajustes para encontrar o maior numero de elemen-
tos possivel, respeitando um nivel de precisdo aceitavel.

A Figura 4.21 mostra a tela de contagem automatizada apds selecionar um
template e ajustar a correlagdo de modo a encontrar o maior numero de células pos-
sivel. As regides marcadas com um retdngulo sdo aquelas que o programa selecionou
para serem adicionadas a contagem, pois foram consideradas semelhantes ao tem-
plate.

Ap0s clicar em “Ok”, o Quanto retorna para a tela principal, continuando com a
contagem manual. Todos estes elementos marcados com o retangulo na contagem
automatica aparecem incluidos, contabilizados e marcados exatamente da mesma
forma daqueles feitos na contagem manual, podendo ser excluidos. Cabe ressaltar

que também é possivel incluir novos pontos.

@ Dialog ? X

Zoom + Correlacéo de iqualdade

Zoom -

Selecionar Template

OK Cancel

Figura 4.21 - Tela de contagem automatizada no Quanto apds selecionar o template e ajus-

tar a correlacao.
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Ao analisar a Figura 4.21, nota-se que, entre as trinta células contadas no pro-
cesso manual, vinte e trés foram encontradas automaticamente, sendo que uma apa-
rece em duplicidade. Esta quantidade representa 77% de todas as células presentes
na imagem, reduzindo consideravelmente o trabalho para a contagem manual, pois,
apds o processo automatizado, somente sera necessario clicar nas sete células que
nao foram encontradas no processo automatizado e retirar um ponto duplicado.

A Figura 4.22 mostra a tela principal do Quanto com a contagem somente das
células encontradas automaticamente. Esta tela foi exibida imediatamente apds se
clicar no botdo “Ok”, presente na tela de contagem automatizada no estado encon-

trado na Figura 4.21.
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Figura 4.22 - Tela principal do Quanto apds utilizar o processo de contagem automatizada.

O processo automatizado de contagem demonstrou bons resultados mesmo
sendo realizado com uma imagem sem nenhum tratamento ou segmentacgao. Todavia,
ainda é possivel melhorar estes resultados ao se realizar alguns tratamentos na ima-
gem antes de submeté-lo a este procedimento. Para evidenciar esta melhora, a ima-
gem utilizada na Figura 4.21 foi submetida a duas execuc¢des do filtro de suavizagao
mediana antes de passar para o processo de contagem automatizada. Este trata-
mento simples aumentou a quantidade de células encontradas de 23 para 25 células

e nao apresentou nenhuma duplicidade, comprovando a melhora no resultado. Neste
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caso, foi utilizado um tratamento bem simples utilizando somente um filtro de suaviza-
cao. Acredita-se que tratamentos e segmentagdes mais elaborados podem trazer re-
sultados ainda melhores para a contagem automatizada, dependendo do tipo de ima-

gem que sera analisada.
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Figura 4.23 - Contagem automatizada realizado em uma imagem apos duas execugdes do

filtro mediana com mascara de 9x9.

4.2.10 Gerar relatério

O relatério gerado pelo Quanto consiste em um arquivo com extensao “csv’ que
pode ser aberto nos softwares de planilhas eletrénicas e possui todos os dados de
contagens realizadas no programa, além das férmulas para somatério e desvio padrao
dos valores. Para gerar o relatério, necessita-se clicar no botao “Salvar relatério”, pre-
sente no painel lateral de funcionalidades na aba contagem de particulas. Ao realizar
esta operacéo, sera solicitado que o usuario indique a pasta onde os arquivos salvos
pelo Quanto com extensao “qto” se encontram. Apds indicar o diretdrio, sera gerado,
automaticamente, o relatério de todos os arquivos com extensao “qto” existentes na
pasta. A Figura 4.24 exibe um relatério gerado pelo Quanto apds a contagem de quatro

imagens.
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Figura 4.24 - Relatério gerado pelo Quanto.

4.2.11 Medigoes estereoldgicas
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O Quanto foi desenvolvido para auxiliar o usuario em atividades diversas que

envolvam contagem de elementos em imagens. Diante disto, foi identificado que al-

gumas medi¢des estereoldgicas que normalmente sdo realizadas manualmente ne-

cessitam da contagem de elementos, interceptos e pontos nas imagens para entao

proceder os devidos calculos. Assim, trés medi¢cdes estereoldgicas que envolvem con-

tagem de elementos foram implementadas para que sejam realizadas de forma sim-

ples e rapida. A Figura 4.25 apresenta o painel lateral de funcionalidades do Quanto

na aba “Estereologia”, na qual os trés botdes relacionados as medigdes estereologicas

estao presentes.
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Contar particulas

Porosidade

Estereologia

Fracao volumétrica
por fracdo de pontos (Pp)

Area superficial por
unidade de volume teste (Sv)

Comprimento por
unidade de volume teste (Lv)

Figura 4.25 - Aba "Estereologia" do painel lateral de funcionalidades com os botdes relacio-

nados as medi¢des estereoldgicas.

42.11.1 Fracao volumétrica por fragao de pontos

Para realizar o calculo da fragdo volumétrica o usuario primeiramente devera
binarizar a imagem utilizando as opgdes de segmentagédo existentes no programa.
Apods a imagem estar binarizada, basta clicar no botao “Fragdo volumeétrica por fragdo
de pontos (Pp)”, presente no painel lateral de funcionalidades na aba “Estereologia” e
0 programa ira mostrar uma nova janela com os valores relacionados ao calculo. A
Figura 4.26 apresenta a tela do Quanto e a janela de resultado ao se realizar o calculo

da fracao volumétrica por fracdo de pontos.
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Figura 4.26 - Tela do Quanto ao se realizar o calculo de fragdo volumétrica por fragao de

pontos.

4.2.11.2 Area superficial por unidade de volume teste

Para realizar este calculo o usuario primeiramente devera definir uma escala e
binarizar a imagem. Apds este processo, ao clicar no botao “Area superficial por uni-
dade de volume teste (Sy)”, 0 programa ira mostrar uma nova janela com os valores
relacionados ao calculo e a imagem com as linhas tragadas e marcadas nos respec-
tivos interceptos. A Figura 4.27 apresenta a tela do Quanto e a janela de resultado ao
se realizar o calculo da area superficial por unidade de volume teste. E importante
ressaltar que foi utilizada uma escala hipotética de 10mm a cada 100 pixels para cal-

culo de Sv e Lv.
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Figura 4.27 - Tela do Quanto ao se realizar o célculo da area superficial por unidade de vo-

lume teste.

4.2.11.3 Comprimento por unidade de volume teste

Para realizar o calculo do comprimento por unidade de volume teste, o usuario
primeiramente devera definir uma escala e binarizar a imagem. Apds este processo,
ao clicar no botdo “comprimento por unidade de volume teste (Lv)”, o programa ira
mostrar uma nova janela com os valores relacionados a quantidade de pontos encon-
trados na imagem e o calculo de Lv. A Figura 4.28 apresenta a tela do Quanto e a
janela de resultado ao se realizar o calculo do comprimento por unidade de volume

teste.
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Figura 4.28 - Tela do Quanto ao se executar o calculo do comprimento por unidade de vo-

lume teste.
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5 ESTUDOS DE CASO

Para analisar a eficacia e eficiéncia do Quanto, o programa foi submetido a
testes em situagdes reais de uso em laboratério e os resultados foram comparados
com os métodos tradicionais em aspectos como tempo, preciséo, confiabilidade, er-
gonomia, simplicidade de uso, reprodutibilidade e outros. Desta forma, foi possivel
identificar os reais beneficios que o software pode trazer em relagdo aos métodos

tradicionais de contagens de particulas.

5.1 Contagem de células e parasitas

O Quanto foi utilizado na pratica para fazer a contagem de células e parasitas
do Trypanossoma cruzi e Toxoplasma gondii no setor de toxicoloxia do Laboratoério de
Biologia Celular e Tecidual da UENF. Para este experimento, o software foi instalado
nos computadores do laboratério e os pesquisadores foram instruidos do procedi-
mento de utilizagao e das funcionalidades do programa. Com o intuito de registrar os
dados de uso, foi passado um questionario com perguntas acerca dos procedimentos
e experiéncias do uso do Quanto e comparacgdes entre o método tradicional de con-

tagem manual sem uso de softwares e o novo método proposto.

5.1.1 Etapas do processo de contagem

A Figura 5.1 exibe o fluxograma das etapas de contagem por meio do procedi-
mento tradicional, sem o uso de softwares, e por meio do método proposto neste tra-
balho, utilizando o Quanto. Nota-se que muitas etapas sdo comuns e precisam ser
feitas nos dois tipos de contagem, haja vista que, mesmo sem utilizar programas de
auxilio na contagem, ja era necessario capturar fotos das amostras para que estas
possam ser verificadas posteriormente.

A grande diferenca entre os dois procedimentos comega a partir do momento
de realizar a contagem efetivamente. Diante disto, somente as etapas que possuem

diferengas entre os dois métodos serao discutidas.



(a)
Procedimento
tradicional

Inicio
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no microscopio
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Figura 5.1 - Fluxogramas com as etapas necessarias para a contagem de células e parasi-

tas, (a) procedimento tradicional; (b) procedimento utilizando o Quanto.



84

5.1.1.1 Escolher um campo representativo

A contagem no processo tradicional normalmente é feita em trés campos de
visdo do microscopio em cada laminula, utilizando aumento de 40x. A escolha destes
campos de visao € feita de forma que eles sejam distantes para que uma mesma area
nao seja alisada mais de uma vez. Cabe ressaltar que, uma vez que a contagem no
Quanto é feita nas imagens, esta etapa ndo se faz necessaria. Todavia, estas imagens
também devem ser obtidas em areas diferentes da amostra, a fim de evitar a analise
repetida da mesma area.

5.1.1.2 Carregar imagem no Quanto

Este processo esta presente somente na contagem pelo Quanto e pode ser
realizado com poucos cliques no programa, conforme mostrado na seg¢ao 4.1.

5.1.1.3 Realizar contagem

A grande diferenga entre os métodos reside nesta etapa, em que é feita efeti-
vamente a contagem dos elementos. O processo de contagem utilizando o Quanto
pode ser manual ou automatizado, conforme descrito na secao 4.2.9. Entretanto, para
estes experimentos, foi utilizada somente a funcionalidade de contagem manual do
programa.

Os tempos foram medidos de acordo com a contagem de cada laminula. De
acordo com os pesquisadores, a quantidade necessaria de fotos para a analise se
tornar representativa depende da amostra que esta sendo analisada. Para este expe-
rimento, foi identificado que, diante da quantidade de células e parasitas presente nas
fotos, 9 fotos do Trypanossoma cruzi e 9 fotos do Toxoplasma gondii equivalem a trés
campos de visdo do microscopio, portanto sao suficientes para a verificagao de uma
laminula. O Quadro 5.1 exibe os tempos demandados para a contagem de células e

parasitas utilizando o Quanto nos experimentos realizados no LBCT — UENF.

. - T adi
Tipo de amostra | Aumento utilizado empo n’1e 1o por
laminula
. 40x 12 minutos
Trypanossoma cruzi -
20x 10 minutos
y 40x 15 minutos
Toxoplasma gondii -
20x 12 minutos

Quadro 5.1 - Tempos de contagem de células e parasitas utilizando o Quanto.

Por outro lado, o processo tradicional de contagem realizado no LBCT — UENF

até entao, é feito por um pesquisador olhando diretamente no microscopio e sem o
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uso de qualquer tipo de software. Para registrar os dados no momento da contagem,
utiliza-se unicamente um equipamento analégico chamado Contador Manual de Cé-
lulas, semelhante ao exibido na Figura 5.2. Este aparelho possui um visor para cada
botdo presente em sua parte inferior e, a cada vez que um botao € pressionado, uma
unidade é incrementada no respectivo visor.

Desta forma, o pesquisador destina um botdo do equipamento para cada ele-
mento a ser contado (células infectadas, células néo infectadas e parasitas) e, para
cada elemento visualizado no microscopio, pressiona o respectivo botdo no contador

manual de células.

Figura 5.2 - Contador manual de células.

Ao realizar a contagem no procedimento tradicional, o operador precisa ficar
longos periodos de tempo em uma unica posigao, com os olhos fixos no microscopio
e com extrema concentracdo. Diante disto, este procedimento pode causar descon-
forto, possivelmente ocasionando falhas, além de possuir baixa reprodutibilidade, haja
vista que a contagem nao fica registrada para posterior averiguagao.

Conforme relatos dos pesquisadores do laboratério, o tempo de contagem
apresenta grande variabilidade, pois depende de varios fatores que vao deste a cul-
tura a ser analisada até a questdes do ambiente (nivel de ruido no ambiente, nivel de
concentragao entre outros). O Quadro 5.2 exibe os tempos de contagem utilizando o
método manual. Diante da incidéncia de luz no microscopio e tamanho das células e

parasitas, este tipo de contagem é viavel somente com aumento de 40x.

. - Tempo médio por
Tipo de amostra | Aumento utilizado P . s
laminula
Trypanossoma cruzi 40x 25 minutos
Toxoplasma gondii 40x 30 minutos

Quadro 5.2 - Tempos de contagem do processo manual, sem uso de softwares.

Ao se considerar um ensaio experimental usual, em que sdo analisadas 6 la-

minulas, gastam-se, em média, 2,5 horas continuas de contagem no microscopio para
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o Trypanssoma cruzi e 3 horas para o caso do Toxoplasma gondii. Entretanto, por
questdes de ergonomia, incidéncia de luz nos olhos a partir do microscopio, nivel de
concentragcao necessario, dentre outros fatores, néao é possivel realizar esta contagem
de forma continua. Desta forma, de acordo com a pesquisadora responsavel, uma
contagem por meio deste processo demanda aproximadamente dois dias de trabalho.
A Figura 5.3 apresenta um comparativo entre os tempos medios de contagem no mé-
todo tradicional e no método utilizando a funcionalidade de contagem manual do
Quanto. Para esta comparagao foi considerado aumento do microscépio de 40x no

método tradicional e 20x no Quanto.

(a) (b)
Trypanossomo cruzi Toxoplasma gandii
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(*) Diante das condigBes de contagem do método tradicional,
ndo é possiveal executar este processo de forma continua.
Portanto, o tempo real gasto para esta contagem é em torno de
16 horas (2 dias de trabalho).

(*) Diante das condi¢Bes de contagem do método tradicional,
ndo é possiveal executar este processo de forma continua.
Portanto, o tempo real gasto para esta contagem é em torno
de 16 horas (2 dias de trabalho).

Figura 5.3 - Comparacgao entre os tempos médios de contagem manual pelo processo tradi-
cional e a contagem manual pelo Quanto. (a) tempos de contagem de uma laminula do
tratamento com Trypanossoma cruzi; (b) tempos de contagem de uma laminula do
tratamento com Toxoplasma gondii; (c) tempos totais do ensaio com Trypanossoma cruzi; (d)

tempos totais do ensaio com Toxoplasma gondii.

Ao se analisar os dados dos graficos da Figura 5.3, nota-se que o novo método
de contagem proposto com o uso do Quanto traz ganhos consideraveis em relagao

ao tempo de trabalho. Para o caso do tratamento com o Tripanossoma Cruzy, o tempo
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de trabalho foi diminuido em 52% (2,5 horas para 1,2 horas) e para o tratamento com
o Toxoplasma gondii, o tempo de trabalho foi diminuido em 50% (de 3 horas para 1,5
horas). Cabe ressaltar ainda que o tempo total de trabalho utilizando o método tradi-
cional de contagem € consideravelmente maior do que estes supracitados, diante da
impossibilidade de se permanecer muitas horas seguidas ao microscopio.

Além do tempo, outras questdes foram avaliadas e comparadas entre os dois
métodos de contagem. Para isto, apds a realizagao da contagem no Quanto, a pes-
quisadora responsavel pela contagem respondeu um questionario sobre as experién-
cias com o aplicativo em relagao a varios temas. Os aspectos em que o procedimento
de contagem realizado no Quanto se diferem do procedimento tradicional, de acordo
com as respostas do questionario, sao:

e Ergonomia: Maior conforto diante da possibilidade de se realizar a con-
tagem em cadeiras e mesas com alturas mais adequadas, além da pos-
sibilidade de parar a contagem em qualquer momento sem perder o tra-
balho realizado;

e Precisao: Como cada parasita e células contadas sao assinalados e po-
dem ser conferidos, a precisdo dos resultados se torna consideravel-
mente maior em relagdo a contagem feita diretamente no microscépio,
em que as unicas marcagdes sao mentais, exigindo elevada concentra-
cao. Entretanto, nao foi possivel medir de forma quantitativa esta preci-
sao;

e Simplicidade dos métodos: De acordo com os testes, o programa se
mostrou simples e intuitivo, possibilitando uso apds uma unica demons-
tragao.

¢ Reprodutibilidade: A pesquisadora afirma que a organizagao do layout
do Quanto deixa em evidéncia as principais ferramentas a serem utiliza-
das, possibilitando o uso intuitivo, o que torna facil de ser passado para
outras pessoas;

e Flexibilidade: O Quanto tornou o trabalho de contagem mais flexivel,
haja vista que, com ele, é possivel realizar a contagem em outros lugares
além do laboratério;

e Vantagens e desvantagens: As principais vantagens do Quanto que fo-

ram apontadas para a contagem sao: Possibilidade de se trabalhar em
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outros lugares além do laborat6rio, padronizagédo dos resultados, possi-
bilidade de averiguagao posterior a contagem e, principalmente, preci-
séo e conforto, pois as limitagdes ergonométricas e a forte luz do micros-
copio muito tempo incidindo nos olhos quando se usa o procedimento
tradicional sdo fatores limitantes que influenciam no tempo e precisio.

N&o foram apontadas desvantagens.

5.1.1.4 Geracao de relatério

Conforme expresso na segao 4.2.10, o Quanto gera automaticamente um rela-
torio de toda contagem realizada no programa, incluindo formulas de média e desvio
padrao. Por outro lado, ao terminar cada contagem no método tradicional, € necessa-
rio que o pesquisador registre em um caderno os dados da contagem para que, ao
final do ensaio, faga a tabulagdo dos dados em uma planilha eletrénica. Este procedi-
mento manual demanda, em média, 20 minutos de trabalho e, conforme supracitado,

nao precisa ser executado quando a contagem é realizada no Quanto.

5.2 Contagem de produgdo de nematoides entomopatogénicos (NEPs)

O Quanto também foi utilizado na pratica para fazer a contagem de NEPs. Este
experimento foi realizado no Laboratério de Biologia da Faculdade Santa Marcelina
(LabBio FASM). O software foi instalado nos computadores do laboratério e os pes-
quisadores foram instruidos sobre o procedimento de utilizagdo e as funcionalidades
do programa. Para possibilitar a comparagao dos resultados, dois pesquisadores rea-
lizaram a contagem das mesmas amostras, um deles utilizou o procedimento tradici-
onal, enquanto o outro utilizou o procedimento manual presente no Quanto.

Para a contagem de NEPs, apss a preparagao da cultura, que pode ser vista
em Costa (2014), as etapas do procedimento tradicional e do método proposto utili-
zando o Quanto sdo semelhantes aqueles descritos na seg¢édo 5.1.1, de contagem de
células e parasitas. As unicas diferengas entre as duas contagens sao: o elemento a
ser contado, a quantidade de campos de visdo do microscépio a serem analisados
(para o caso dos nematoides € somente um por lamina) e o fato de que, desta vez,
nao necessitam de registro de fotos no processo tradicional. Diante da grande seme-

Ihanga, estas etapas nao serido explicadas novamente.
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A etapa efetiva de contagem também é semelhante a de contagem de células

e parasitas, descrita na secéo 5.1.1.3. E feita por um operador diretamente no micros-

copio e utiliza o equipamento chamado contador manual de células. Entretanto, neste

caso estao presentes alguns agravantes, tais como:

¢ No momento da contagem, os nematoides estdo vivos e se movimen-

tam, podendo gerar confusdo do operador e exigindo ainda mais aten-

¢ao;

e Os nematoides sao colocados na lamina do microscopio em uma solu-

¢ao de 0,1mL de agua. Com a incidéncia da luz, esta agua pode evapo-

rar e dissecar os nematoides, invalidando o trabalho realizado até aquele

momento.

5.2.1 Resultados da contagem de NEPs

Conforme dito na segéo 5.2, foram realizadas contagens de progénie de nema-

toides entomopatogénicos (NEPs), que consistem de larvas utilizadas para o controle

bioldgico de insetos pragas (Costa, 2014). Neste experimento, seis amostras distintas

foram contadas e cada uma, com 0,1mL de agua contendo nematoides a serem con-

tados, foi analisada duas vezes, uma pelo método tradicional de contagem e outra

pelo método manual proposto com o uso do Quanto. Desta forma, péde-se comparar

os resultados da contagem da mesma amostra utilizando os dois procedimentos. O

Quadro 5.3 exibe os resultados da contagem por meio dos dois métodos supracitados.

Amostras Manual sem uso de Software Manual com uso de Software
AM1 115 110
AM2 184 182
AM3 157 145
AM4 18 18
AM5 67 54
AM6 45 42

Quadro 5.3 - Resultados da contagem de nematoides pelo método tradicional e pelo uso do

Quanto.
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ApOs realizar os experimentos, os pesquisadores do LabBio FASM reportaram
que, diante dos problemas de ergonomia, conforto e nivel de concentragao elevado
inerentes ao procedimento tradicional de contagem e, principalmente, pelo fato dos
nematoides estarem vivos e em movimento no momento da contagem, os resultados
obtidos pelo Quanto podem ser considerados mais precisos, pois, dentre outros fato-
res, as contagens sao realizadas em imagens estaticas e permitem a averiguagéo dos

resultados. O tempo gasto para as contagens € apresentado no grafico da Figura 5.4.

Tempo de contagem de nematoides

1200
1000
800
600

400

Tempo (segundos)

200

Am1l Am?2 Am3 Am4 Am5 Am6
Amostra

Manual Sem Uso De Software Manual Com Uso De Software

Figura 5.4 - Tempos de contagem de NEPs.

Ao se analisar os dados do grafico presente na Figura 5.4, nota-se que o novo
meétodo de contagem proposto com o uso do Quanto traz ganhos consideraveis em
relagdo ao tempo de trabalho. A Unica amostra em que o tempo da contagem no
Quanto foi maior do que a contagem tradicional foi a primeira a ser analisada, isto
ocorreu devido a um travamento no programa que gerou a necessidade de reiniciar a
ferramenta e refazer a contagem. Diante do fato de que travamentos podem ocorrer
em programas de computador, todo o tempo de reiniciar o programa e a contagem foi
considerado, gerando grande aumento no tempo cronometrado.

Conforme dito, os tempos foram medidos desde o posicionamento da amostra
no microscépio, passando pela captura das fotos, até o término da contagem. Alguns

problemas de ajustes, iluminagao e foco da camera no momento de capturar as fotos
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das seis amostras também comprometeram o tempo de contagem por meio do
Quanto. Diante disto, acredita-se que, com a pratica e aumento da experiéncia utili-
zando o Quanto, o ganho de tempo promovido pela ferramenta poder ser ainda maior.
Ainda assim, quando comparados os tempos totais de contagem pelo método tradici-
onal e pelo uso do Quanto, observa-se uma melhora de aproximadamente 27% neste
fator. AFigura 5.5 exibe os tempos totais de contagem por meio do método tradicional

e por meio do Quanto, somando as seis amostras analisadas.

Tempo total de contagem de todas as amostras
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Método utilizado

Figura 5.5 - Tempo total de contagem de nematoides incluindo as seis amostras analisadas.

5.3 Quantificagao de Ferrita- 8 no metal de solda inoxidavel austenitico

Além de testes relacionados a contagem de elementos em imagens, também
foram realizados experimentos praticos utilizando as medigdes estereoldgicas presen-
tes no Quanto. Este experimento foi executado baseando-se em Mendonga (2014),
que realiza a caracterizacao e a quantificacdo de ferrita- & na microestrutura de um
cordao de solda de aco inoxidavel austenitico.

Mendonca (2014) utilizou o método da contagem manual de pontos por micros-
copia o6tica (MO) em imagens com diferentes aumentos para estimar o teor de ferrita-
0. Com o intuito realizar uma comparagao entre o método de contagem manual, utili-
zado em Mendonga (2014), e 0 método de contagem proposto pelo Quanto, foram
utilizadas as mesmas imagens, disponibilizadas pelos pesquisadores do Laboratorio
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de Materiais Avangados da UENF (LAMAV — UENF), e os mesmos parametros entre

os dois métodos, alterando-se somente a forma de realizar a contagem.

5.3.1 Metodologia de contagem utilizada em Mendong¢a (2014)

A quantificagcao da ferrita delta feita em Mendonga (2014) foi fundamentada na
“Standard test method for determining volume fraction by sistematic manual point”
(ASTM, 2011). O quantitativo de micrografias analisadas esta distribuido no Quadro
5.3.

Quantidade de micrografias analisadas
Amostra
Aumento 430x | Aumento 1075x | Aumento 2136x |Total
1 5 (12 camada) 5 (12 camada) 5 (12 camada) 15
> 5 (12 camada) 5 (12 camada) 5 (12 camada) 30
5 (228 camada) 5 (228 camada) 5 (228 camada)
3 5 (12 camada) 5 (12 camada) 5 (12 camada) 30
5 (22 camada) 5 (22 camada) 5 (22 camada)
Total 25 25 25 45

Quadro 5.4 - Quantitativo de amostras analisadas (Mendonga, 2014 adaptada).

Conforme se vé no Quadro 5.3, foram analisadas quinze micrografias de cada
camada de ferrita delta soldada em acgo inoxidavel austenitico. Destas, cinco no au-
mento de 430x, cinco em 1075x e outras cinco no aumento de 2136x. Em cada uma
das 75 micrografias analisadas (Quadro 5.3) sobrepds-se uma malha com 100 pontos,
totalizando 7500 pontos. E importante ressaltar que, para cada camada de ferrita delta
soldada, estavam disponiveis cerca de 27 micrografias e as 15 analisadas foram se-
lecionadas aleatoriamente. Caso uma micrografia selecionada estivesse de ma quali-
dade ou gerando muitas duvidas na contagem, esta era descartada.

A contagem da ferrita- & foi feita da seguinte maneira: apds sobrepor a malha
com os 100 pontos igualmente espacados, a imagem foi convertida para o formato
PDF e foi contado visualmente o numero de pontos que incidiram sobre o constituinte
de interesse, ou seja, a ferrita- 8. Cada ponto que caiu na borda da fase de interesse
foi contado como 0,5 e cada ponto que gerou duvida se estava fora ou dentro da
ferrita- & também foi contado como 0,5.
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Apds terminar a contagem calculou-se a fragao volumétrica, assim como expla-
nado na Secgao 2.2.1. A Figura 5.6 exibe uma micrografia analisada com a malha de

pontos sobreposta.

Figura 5.6 - Micrografia de ferrita delta com malha de 100 pontos sobreposta (Mendonga,
2014).

5.4 Metodologia de contagem utilizando o Quanto

A fim de permitir a comparacao entre os métodos de medigcbes estereoldgicas,
a anadlise de ferrita delta realizada utilizando o Quanto foi feita de maneira analoga
aquela realizada em Mendonga (2014). Dentre as micrografias disponiveis (cerca de
27 para cada camada de solda, disponibilizadas pela autora), foi selecionada a mesma
quantidade de imagens e foi utilizado o mesmo método de escolha supracitado (15

micrografias de cada camada selecionadas aleatoriamente).
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A unica diferenga entre a analise realizada em Mendonga (2014) e a analise

realizada no presente trabalho utilizando o Quanto é a forma efetiva de realizar a con-

tagem. Para realizar a contagem no programa, cada micrografia foi carregada sem a

malha de pontos sobreposta e foi realizada uma binarizagdo. Esta segmentagao é

necessaria para separar a fase de interesse dos outros elementos da imagem.

ApOs realizar a binarizagao da micrografia, o botdo “Fragéo volumétrica por fra-

cao de pontos (Pp)”, presente na aba “Estereologia“ da barra lateral de funcionalida-

des do Quanto foi pressionado. Assim, o programa exibe a malha de pontos sobre-

posta na imagem binarizada e os seguintes valores referentes a contagem: quanti-

dade de pontos incidentes na fase de interesse, quantidade de pontos que nao incidi-

ram na fase de interesse e a fragao volumétrica calculada. A Figura 5.7 exibe uma

micrografia apos ser binarizada e submetida a esta analise.

Fracdo volumétrica
por fracdo de pontos (Pp)

Area superficial por
unidade de volume teste (Sv)
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Figura 5.7 - Microgafia de ferrita delta binarizada e submetida a andlise de fragdo volumé-

trica por fragao de pontos no Quanto.

5.4.1 Resultados da quantificagao de ferrita- &

A quantificagcado de ferrita-d na microestrutura dos agos € considerada impor-

tante, pois esta relacionada com a resisténcia a corrosdo e com as propriedades me-

canicas destes materiais. Os resultados da quantificagdo realizada em Mendonca
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(2014), bem como os resultados da analise feita com o uso do Quanto sao exibidos
no Quadro 5.4.

Amostra/ca- Média de pontos na fase de interesse nas 5 micrografias
mada Aumento | Método manual de conta- | Contagem proposta utilizando o
gem (Mendonga, 2014) Quanto
430 x 22,9 23,6
Al312 1075x 13,4 13,6
2136x 10,2 12,6
430 x 25,4 16,2
A2 308 1075x 14,7 11,6
2136x 13 12
430 x 24,1 15
A2 312 1075x 12,8 11
2136x 12,9 13,8
430 x 20,3 20,4
A3 309 1075x 15,3 14,4
2136x 11,9 10
430 x 23,5 22,4
A3 312 1075x 10,5 13,6
2136x 9,5 14,6

Quadro 5.5 - Resultados da quantificacdo de ferrita delta por meio do método manual

utilizado em Mendonca (2014) e por meio do Quanto.

Conforme pode ser visto no Quadro 5.4, os resultados da quantificagédo utili-
zando os dois meétodos de contagem foram semelhantes na grande maioria dos casos.
Somente em trés casos houve diferenca mais acentuada entre os resultados: na
amostra A2 308, com aumento de 430x, na amostra A2 312, com aumento de 430x e
na amostra A3 312 com aumento de 2136x. E importante ressaltar que, conforme
constatado em Mendonca (2014), o aumento de 430x apresentou resultados destoan-
tes de outros casos, evidenciando que este aumento possivelmente nao é suficiente
para este tipo de analise, gerando falhas.

Conforme citado na Secao 5.3.1, a quantificagao realizada em Mendonca ja foi
realizada com o auxilio do computador. Desta forma, os possiveis beneficios do mé-
todo de contagem por meio do Quanto sdo mais voltados ao tempo de trabalho e
precisao dos resultados, diferentemente dos casos de contagem de células e parasi-

tas (Secao 5.1) e de progénie de nematoides (Secgao 5.2), em que ha também ganho
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de ergonomia, conforto, economia de energia e outros. O Quadro 5.5 apresenta os
tempos em minutos que foram cronometrados na quantificacao da ferrita delta por

meio do Quanto.

Amostra | Aumento Tempo totalagt?:‘tlc; ::(r)a c;:::;:ge(:i::;\s 5 imagens
430 x 02:50
A1312 1075x 02:51
2136x 02:10
430 x 02:10
A2 308 1075x 02:20
2136x 02:03
430 x 02:02
A2 312 1075x 04:00
2136x 01:33
430 x 01:54
A3 309 1075x 02:05
2136x 03:02
430 x 01:40
A3 312 1075x 02:44
2136x 03:19
Média 02:26

Quadro 5.6 - Tempo gasto para a quantificacdo da ferrita delta por meio do Quanto.

Os experimentos realizados em Mendonga (2014) utilizando o método manual
de contagem apresentaram tempo médio de 9 minutos e 32 segundos para cada ima-
gem, totalizando 47 minutos e 40 segundos. O tempo médio gasto para a anélise de
um grupo de 5 microgafias utilizando o Quanto foi de 2 minutos e 26 segundos, o que
representa um ganho da ordem de 95% na economia de tempo de trabalho para a
quantificacao de ferrita-6. A Figura 5.8 apresenta graficamente a comparacao entre o
tempo de andlise por meio do método manual utilizado em mendonga (2014) e o

tempo de analise por meio do Quanto.
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Tempo de andlise da ferrita-6
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Figura 5.8 - Tempo de analise da ferrita-d através do método manual e do método proposto

com o uso do Quanto.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi desenvolvido um software denominado Quanto, que
consiste em uma ferramenta simples e intuitiva direcionada a realizar diversos proces-
sos de contagem de elementos e andlise de imagens. O software foi desenvolvido
utilizando recursos multiplataforma, que possibilitam seu uso em diferentes sistemas
operacionais, além de facilitarem a conversao para outras plataformas (Android, ios,
etc.). Além das funcionalidades de contagem de elementos e medi¢des estereologi-
cas, foram implementados recursos de tratamento de imagens, tais como, opg¢des de
segmentacao, Operacgdes légicas e aritméticas, operagdes morfoldgicas, filtros passa
alta e passa baixa, criagao de formas, entre outros, aumentando as possibilidades de
uso da ferramenta.

As funcionalidades de medigbes estereoldgicas e contagem de elementos em
imagens, manual e automatizada, permitem que o Quanto atue de forma alternativa a
meétodos tradicionais de analise. Experimentos praticos comparando estes métodos
tradicionais com o novo método proposto pela ferramenta mostraram que seu uso traz
beneficios consideraveis de ergonomia, conforto, precisdo dos resultados, reproduti-
bilidade, flexibilidade de trabalho e economia de energia. Além destes beneficios, os
experimentos também mostraram que o Quanto pode reduzir o tempo de trabalho em
até 95%, otimizando estudos e analises cientificas.

Para comprovar a eficacia e eficiéncia do software, foram realizados experi-
mentos em diferentes situacdes que necessitam de analise de imagens de microsco-
pios, tais como, contagem de células e parasitas, contagem de produgcdo de nematoi-
des e quantificacdo de ferrita delta, todos feitos em ambientes reais de trabalho e por
pesquisadores experimentes nos respectivos processos. Isto permitiu a sua validacao
e verificacdo, mostrando que a ferramenta atingiu satisfatoriamente os objetivos de
concepcao e pode figurar como um aliado em diversos tipos de investigagdes cientifi-
cas.

Desta forma a ciéncia e engenharia dos materiais, bem como biologia e outras
areas que podem possuir interesse, agora incorporam ao arcabougo de recursos para
conducao de suas pesquisas, um software simples, gratuito e comprovadamente efi-
ciente para diversos processos de contagem de elementos em imagens, medigdes

estereoldgicas e tratamento e segmentagao de imagens.
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6.1 Trabalhos Futuros

Como trabalhos futuros acredita-se que o Quanto pode ser aprimorado de
acordo com as necessidades apontadas pelo uso da ferramenta. Sugerem-se algu-
mas modificagdes e aprimoramentos previamente identificados como viaveis:

e Desenvolver um software especialista em contagem e medi¢ao de ne-
matoides;

e Dividir o Quanto em dois softwares especialistas: um para contagem de
particulas e outro para medigdes estereologicas;

e Implementar outras medigdes estereoldgicas;

e Aprimorar a fungado de contagem automatizada utilizando técnicas de in-

teligéncia computacional;
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