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Resumo

No presente trabalho é proposto uma metodologia computacional para o processa-
mento e andlise de imagens relativas a embrides da Drosophila melanogaster. Inves-
tigagOes basicas sobre a expressao génica desse organismo possibilitam conhecimentos
fundamentais sobre processos bioldgicos importantes, como o desenvolvimento e a dife-
renciacao celular. A metodologia apresentada é constituida por seis moédulos computaci-
onais desenvolvidos a partir de técnicas de Processamento Digital de Imagens que podem
ser aplicados sequencialmente ou individualmente, a saber: (1) Isolamento do embrido,
(2) Padronizagao, (3) Segmentagao dos nicleos, (4) Representagao dos dados nucleares,
(5) Representacao dos dados do citoplasma e (6) Quantificacao da expressao. Os médulos
incluem solugoes para padronizacao dos dados, segmentacao de imagens, representacao
dos dados de expressao génica e extracao de dados quantitativos — sendo 1til para anélises
biolégicas que vao desde a identificagdo do embriao principal na imagem até a visualizacao
dos padroes de expressao génica. Em conjunto, é oferecido uma solugao genérica para o
tratamento da complexidade dos dados desse tipo de imagem. Para validagao da pro-
posta, foram usadas imagens da superficie dos embrioes e das se¢Oes sagital e transversa.
Essas imagens foram obtidas de bases de imagens ptiblicas (BDGP e FlyEx) e também de
bases proprias. Os resultados comprovam que a metodologia proposta é flexivel e robusta,
uma vez que € capaz de tratar uma ampla variedade de imagens desse dominio. Parte dos
métodos propostos tiveram desempenho superiores aos encontrados na literatura. Tam-
bém sao apresentadas interpretacoes biologicas realizadas a partir dos dados obtidos com

a aplicacao da metodologia.

Palavras-chave: Processamento de imagens. Anélise de imagens. Ntcleos celulares.

Expressao génica. Microscopia confocal. Drosophila melanogaster.



Abstract

In this thesis, it is proposed a computational methodology for processing and analysis
of Drosophila melanogaster embryos images. Basic investigations of the gene expression
in this organism provide fundamental knowledge about important biological processes,
such as cell development and differentiation. The methodology consists of six computa-
tional modules developed from Digital Image Processing techniques that can be applied
sequentially or individually, namely: (1) Embryo isolation, (2) Standardization, (3) Nu-
clear segmentation, (4) Representation of nuclear data, (5) Representation of cytoplasm
data and (6) Expression quantification. The modules include solutions for data standar-
dization, image segmentation, representation of gene expression data and extraction of
quantitative gene expression data — being useful for biological analysis ranging from the
identification of the main embryo in the image to the visualization of the gene expression
patterns. Together, it is offered a generic solution for the treatment of the data comple-
xity of this image type. The proposal was validaded using embryo surface images and
sagittal and transverse sections. These images were obtained from public image databases
(BDGP and FlyEx) and also from our own databases. The results show that the proposed
methodology is flexible and robust, as it handles a wide variety of images in this domain.
Part of the proposed methods performed better than those found in the literature. In
addition, it is presented the biological interpretations made from the data obtained with

the application of the methodology.

Keywords: Image processing. Image analysis. Cell nuclei. Gene expression. Confocal

microscopy. Drosophila melanogaster.
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CAPITULO

Introducao

Desde as investigacoes de Thomas Hunt Morgan no inicio do século passado (1908),
a mosca Drosophila melanogaster tem sido considerada um dos principais modelos de
estudos usados em biomedicina para investigar uma ampla gama de fendmenos biolo-
gicos (TAORMINA et al., 2019). E vasto o campo de estudo de aplicabilidade dessa
mosca, como por exemplo, em biologia do desenvolvimento, embriologia e pesquisa geno-
mica. Tematicas como regulacao génica, diferenciacao celular, morfogénese, crescimento,
reprodugao, evolugao e a genética se inserem naturalmente nesse contexto (TOLWINSKI,
2017). Ao longo dos ultimos anos observou-se um crescimento vertiginoso dos bancos
de dados (publicos ou privados) e equipamentos de captura de imagens relativos a Dro-
sophila (PRUTEANU-MALINICIT; MAJOROS; OHLER, 2013).

A Drosophila é um organismo modelo, referéncia na biologia do desenvolvimento.
Seus padroes de expressao génica sao amplamente estudados na forma de imagens digi-
tais (WUNDERLICH et al., 2019; SURKOVA et al., 2019). Esses padroes tém o po-
tencial de fornecer insights significativos sobre as fungoes e interagoes génicas, podendo
gerar percepgoes sobre as complexas redes regulatérias que governam o desenvolvimento
embriondrio (JENNINGS, 2011; SURKOVA et al., 2008; JI et al., 2008). Investigagdes
basicas sobre a expressao génica da Drosophila fornecem informagoes fundamentais sobre
propriedades (biolégicas, fisioldgicas, neuroldgicas) e processos bioldgicos diversos (e.g.,
desenvolvimento, crescimento, diferenciagdo) (PANDEY; NICHOLS, 2011). Além disso,
¢é importante mencionar que os conhecimentos obtidos com os padroes da Drosophila po-
dem ser estendidas a outros animais, como os mamiferos. Isso porque, seus genes possuem
um alto grau de identidade e conservacao com os genes de varios organismos multicelula-
res (HOSKINS et al., 2015).

Todavia, isoladamente, as imagens dos padroes de expressao génica nao sao suficien-
tes para responder muitas questoes. Por exemplo, quais os principios que controlam o
desenvolvimento embrionario. Ou ainda, como as células percebem suas posi¢oes dentro
do tecido em desenvolvimento (KNOWLES, 2012; GILBERT, 2003). Nesse contexto, so-

mado a observagao visual dos padroes de expressao, torna-se necessario extrair e avaliar
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as informacoes quantitativas contidas nessas imagens. Entretanto, essa tarefa nao é con-
siderada trivial, uma vez que bancos de imagens podem conter dados para centenas de
genes (JAEGER; MANU; REINITZ, 2012). Dependendo do tamanho, a inspe¢gao manual
dessa tarefa torna-se ainda mais dificil, ou até mesmo inviavel de ser realizada.

O cenario descrito pode ser caracterizado como um desafio computacional da area de
Processamento Digital de Imagens (PDI). Nele existe uma demanda por solugoes capazes
de prover a realizacao automatica de diversas tarefas relativas ao campo de pesquisa abor-
dado. Até o momento é mais comum encontrar solu¢oes que tratam problemas especificos
a partir de um tnico tipo de imagem. Sendo assim, é necessario o desenvolvimento de

solugoes que agreguem diferentes propostas de maneira unificada.

1.1 Motivacao

A compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento embrio-
nario da Drosophila melanogaster é de interesse em diversas pesquisas (ZHOU et al.,
2019; CHONG; AMOURDA; SAUNDERS, 2018; WUNDERLICH et al., 2019). A ca-
racterizagdo da distribuicao proteica e de RNAs dos genes de desenvolvimento permite
que se estabeleca uma ligacao entre os acontecimentos genéticos e as varias etapas do
seu desenvolvimento. Embora os mecanismos moleculares de regulacao génica sejam bem
conhecidos, os mecanismos que levam formacao de padroes de expressao (resultado de
complexas redes de interagoes génicas) nao sao bem caracterizados. A produgao de da-
dos experimentais para a caracterizacao dessas redes de sinalizacao possibilita avangos no
entendimento dos mecanismos de sinalizagao celular em tecidos embrionérios e adultos.
Além disso, a compreensao desses mecanismos tem o potencial de contribuir para o en-
tendimento de diversas doencas disparadas por sinais celulares como a autoimunidade,
diabetes e diversas formas de melanomas (GARCIA; FERNANDEZ, 2012; GILBERT,
2003).

O cenario descrito apresenta-se como um potencial motivador para a comunidade de
Bioinformatica. Do ponto de vista computacional, a produgao de métodos ou ferramentas
automaticas para esse ambito é desafiadora, uma vez que as imagens analisadas nao sao
triviais. Geralmente elas incluem um elevado ntimero de informacdes e dados heterogéneos
(e.g., diferentes ciclos celulares, posigoes e planos de captura, padroes de expressao de
varios genes). Encontrar técnicas que, quando aplicadas isoladamente, sejam suficientes
para trata-las é improvavel. Sendo assim, buscar avancgos cientificos para esse contexto
incipiente, como a producgao de ferramentas automaticas mais genéricas e que lidam com

diferentes tipos de imagens, é outro ponto motivador dessa pesquisa.
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1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia compu-
tacional para o processamento e andlise de bioimagens relativas a morfologia e padroes de
expressao génica em embrioes da Drosophila melanogaster. Visando atender o objetivo

geral, sao tragados os seguintes objetivos especificos:

(d Desenvolver um conjunto de métodos computacionais que permitam a anélise e
caracterizagao morfologica do desenvolvimento de embrides da Drosophila melano-

gaster utilizando técnicas de processamento digital de imagens.

 Aplicar o conjunto de métodos a diferentes tipos de imagens de embrides de Dro-

sophila, visando ilustrar o espectro de aplicagdo das propostas.

(d Solucionar os problemas especificos ainda nao resolvidos do cenario da Drosophila,
como por exemplo, os relacionados aos desafios de segmentacao, padronizagao e

representacao das imagens de embrioes.

(A Favorecer a compreensao dos mecanismos de formacao e deslocamento dos padroes
de expressao génica da Drosophila melanogaster por meio do fornecimento de dados
quantitativos do niveis de Acido ribonucleico (Ribonucleic acid) (RNA) e proteinas

nos embrioes.

(1 Contribuir com investigacoes bioldgicas envolvidas na morfogénese da Drosophila,
tais como estudos sobre a evolucao espacial e temporal do processo de padronizacao,

redes de regulacao génica e processos bioldgicos.

1.3 Justificativa

Com o avanco das técnicas de visdo computacional para aplicagoes bioldgicas, a tarefa
de processamento e andalise automatica de imagens de embrides da Drosophila recebeu
grande aten¢ao. Entretanto, a maioria das abordagens propostas ao longo dos ultimos
anos referem-se a solugoes desenvolvidas para uma finalidade e campo especifico. Por
exemplo, a pesquisa de (LI; GONG, 2017) que apresenta um método para a extragao
automatica do contorno de embrides em imagens da Drosophila. Apesar de recente, é li-
mitada, uma vez que restringe a aplicacao em imagens coletadas da superficie do embriao.
Outro exemplo é o trabalho de (JANSSENS et al., 2005), o qual propoe um método de
segmentacao voltado especificamente para o plano frontal dos embrices de Drosophila.
Seguindo esse raciocinio, citam-se as pesquisas de (AIZENBERG et al., 2002) e (MACE
et al., 2010) que propoem, respectivamente, solugdes peculiares para a classificagdo dos
padroes de expressao génica contidos em imagens de embrides obtidas do nivel de resolu-

¢ao subcelular e celular. Aliado a esses fatores, cita-se a importancia que os métodos e
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ferramentas computacionais representam para o campo de analise de imagens, haja visto
o rapido crescimento das bases de dados bioldgicas. A maioria aborda imagens complexas,
no que diz respeito as varias configuragoes que os objetos de interesse podem apresentar
(e.g., tamanhos distintos dos embrioes, diferentes planos de captura, imagens com baixo
contraste). Essa realidade evidencia a demanda por solugdes capazes de resolver tare-
fas bioldgicas automaticamente, ou que, minimamente possibilitem acelerar os processos
realizados manualmente por especialistas humanos.

Nesse contexto, a metodologia computacional proposta apresenta-se como solucao ade-
quada para processamento e analise de imagens relativas a embrides da Drosophila. Essa
abordagem sugere um conjunto de rotinas computacionais desenvolvidas especificamente
para suportar a diversidade de caracteristicas e configuragdes das imagens tratadas. Ela
representa uma estratégia inovadora, uma vez que trabalha com uma ampla variedade de
dominios de imagens da Drosophila, tais como, diferentes imagens, niveis de resolucao,

planos, posic¢oes e eixos anatomicos.

1.4 Principais Contribuicoes

E possivel citar pontos relevantes para ambas as areas abordadas, computacgao e bio-

logia.

 Métodos computacionais
Apresentacao de um amplo conjunto de métodos computacionais para o processa-
mento e analise de imagens embrioes da Drosophila, desenvolvido para extrair dados
quantitativos a partir dos padroes de expressao génica e capaz de trabalhar com a

ampla heterogeneidade e complexidade dos tipos de dados inerentes a esse cenario.

(1 Padronizacao de imagens
Proposicao de um algoritmo nao-supervisionado para a padronizacao de imagens de
embrioes da Drosophila. Essa solucao considera propriedades relevantes dos dados,
até entao nao tratadas de forma automatica pela literatura, como a direcao e ori-
entagao. Os resultados obtidos nessa andlise estao publicados no artigo Automated
standardization of images of Drosophila embryos publicado na revista Journal of

Visual Communication and Image Representation (SOUSA et al., 2020).

1 Secao transversa
Proposicao de uma nova abordagem computacional para a quantificacao e analise
de imagens de embrides de Drosophila no plano transverso. O conjunto de passos
e técnicas abordadas nesse trabalho sao descritos no artigo Computational Image
Analysis from the Transverse Plane of Drosophila embryos submetido a revista

IEEE/ACM Transactions on Computational Biology and Bioinformatics.
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1 Gradiente de Expressao Génica
Apresentacao de uma analise quantitativa dos perfis de expressao génica da proteina
Dorsal relativa as regides dos nucleos, citoplasma apical e basal. Os resultados
exibiram uma analise comparativa entre imagens de embrioes selvagens e mutantes,
para cada genotipo e regiao de interesse e descrevem resultados bioldgicos ainda nao

observados com o mesmo nivel de detalhamento deste trabalho.

(1 Bases de Imagens
Apresentacao de novas base de imagens de embrides da Drosophila em diferentes

configuragoes.

1.5 Organizacao da tese

No primeiro capitulo é apresentada a contextualizacdo do tema da tese, a motivagao e
a justificativa para o trabalho. Também sao apresentados os objetivos geral e especificos.

No segundo capitulo sao descritos os principais conceitos biologicos relativos aos to-
picos discutidos nessa tese, tais como a Drosophila melanogaster, a expressao génica e a
captura de dados por meio de imagens. E destacada a importancia da Drosophila como
organismo modelo, utilizado em pesquisas biomédicas para o estudo de uma ampla gama
de investigacoes biologicas.

No terceiro capitulo sdo apresentados alguns trabalhos correlatos propostos ao longo
dos ultimos anos. O objetivo foi investigar na literatura a aplicacao de métodos e técnicas
computacionais para obter dados quantitativos de expressao génica em imagens de em-
brides da Drosophila. O levantamento refor¢cou a importancia do trabalho proposto como
solucao flexivel e modular para o estudo da dindmica dos padroes de expressao génica em
embrioes de Drosophila.

No quarto capitulo é descrita a metodologia computacional proposta, composta por
seis mddulos, para processar e analisar as imagens (confocais ou nao-confocais) de em-
brides da Drosophila melanogaster. Os médulos propdoem solugdes automéaticas que con-
templam tarefas que vao desde a identificagdo do tipo de embrido até a extragao de
caracteristicas e analise bioldgica dos dados. Na descri¢cao de cada modulo sao detalha-
dos os materiais e técnicas de processamento digital de imagens que foram utilizados. A
contribuicao principal consiste na proposicao do conjunto completo, o qual permite abor-
dar diferentes tipos imagens de embrides da Drosophila, tratando de modo particular as
caracteristicas intrinsecas e a complexidade de cada tipo.

No quinto capitulo sao descritos os experimentos realizados e os resultados alcancados.
Do ponto de vista computacional, destaca-se a aplicacdo da metodologia em embrides de
diferentes planos, posigoes e eixos anatomicos. Com relagao ao campo bioldgico, sao ana-
lisados padroes de formagao dos gradientes Hunchback e Dorsal, duas proteinas relevantes

no processo de desenvolvimento, nas regioes nucleares e citoplasmaticas.
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Por fim, no Capitulo 6 sdo apresentadas as conclusoes e o resumo das principais con-
tribuicoes e limitagoes deste trabalho. Além disso, sao descritos alguns temas relevantes

para serem tratados em trabalhos futuros.
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CAPITULO

Conceitos biolagicos

Neste capitulo sao descritos os conceitos biologicos necessarios para os principais topi-
cos discutidos nesta tese, tais como informagoes sobre a Drosophila, de expressao génica

e captura de dados de expressao por meio de imagens.

2.1 Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster é uma pequena mosca naturalmente encontrada ao redor
de frutas em estado de putrefacao, e por este habito, é também conhecida como a “mosca
da fruta” ou “mosca do vinagre”. Trata-se de um organismo multicelular amplamente uti-
lizado na literatura para examinar fenémenos biolégicos complexos. Os primeiros movi-
mentos do uso da Drosophila datam de 1901, quando William Ernest Castle (um professor
na Universidade de Harvard) passou a disseminar a ideia da utiliza¢ao desse inseto para
zoblogos experimentais. Mais tarde (1910), Dr. Thomas Hunt Morgan usou Drosophila
para refinar a teoria que estabelece os mecanismos da heranga mendeliana, proposta inici-
almente por Gregor Mendel. Os beneficios em usar a Drosophila como organismo modelo
sao diversos, como facilidade de manutencao, ciclo de vida relativamente curto (10-12
dias), manipulagbes ambientais e genéticas que alteram o tempo de vida, sequéncia do
genoma completo, estrutura solida para a descricao anatoémica dos estagios embriona-
rios e métodos robustos para avaliagdo da expressao génica (HELFAND; ROGINA, 2003;
TOMANCAK et al., 2007; JOHNSTON; NUSSLEIN-VOLHARD, 1992).

Ao longo do ultimo século a Drosophila melanogaster tem desempenhado um papel
significativo em estudos sobre a relacdo entre o Acido desoxirribonucleico (Desoxyribonu-
cleic acid) (DNA), RNA e a sintese de proteinas, nos processo de regulagao génica e na
formacao dos padroes de expressao génica (GILBERT, 2003; GARCIA; FERNANDEZ,
2012). Seu genoma possui um alto grau de conservagao com o dos mamiferos, o que per-
mite que ambos compartilhem muitas propriedades fundamentais. Estima-se que cerca

de 75% dos genes associados a doengas humanas possuam um homélogo nos genes da
Drosophila (MIRZOYAN et al., 2019; YUAN et al., 2013). Essa proximidade genética
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significa que experimentos com a Drosophila podem ser traduzidos de maneira efetiva para
humanos. Assim, a compreensao do seu desenvolvimento celular pode estender experién-
cias a organismos mais complexos (MILLER et al., 2013). Esse é o caso, por exemplo,
do estudo de distirbios como, Parkinson, Mal de Alzheimer e Huntington (MIRZOYAN
et al., 2019; BAGATINI et al., 2011; STEPHENSON; METCALFE, 2013; MICHNO,
2009; CHEN; CROWTHER, 2012). Sua utilizagao é também observada na descoberta de
compostos farmacéuticos (HIRTH, 2010), na investigacao do desenvolvimento de 6vulos
(ARIAS, 2008), e no estudo da tumorigénese, com foco na compreensao dos processos
fundamentais do cAncer em seres humanos (MIRZOYAN et al., 2019). E ainda impor-
tante mencionar a utilizacdo de Drosophila em estudos relativos a investigagao do vicio
do alcoolismo, distirbios do sono e comportamentos de aprendizagem (BAGATINI et
al.; 2011). De modo geral, cada fase do desenvolvimento (sendo embrido, larva, pupa e

adulto) apresenta vantagens para estudos especificos (GILBERT, 2003).

2.2 Desenvolvimento embrionario da Drosophila

O desenvolvimento da Drosophila, do ovo fertilizado até o organismo adulto, consiste
basicamente de uma sequéncia de eventos modulados controlada por sinais ambientais e
mecanismos intracelulares. Ao longo do ciclo ocorrem diferentes estagios: ovo, blasto-

derme sincicial, embrido, larvais, pupa e adulto (Fig. 1).

(a) (b) (c)
“ ' . S TS
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(d) o (e) (f)
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A I = !I | =
[ = = .
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Figura 1 — Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Apés a fertilizacao (a) a divisao
nuclear comeca. Nove ciclos de divisao nuclear promovem a blastoderme sin-
cicial (b). E depois de mais algumas divisoes, o estagio de blastoderme celular
é concluido. Cerca de 10 horas apos a fertilizacao, é formado um embriao com
segmentos morfologicamente distintos (c). Nas fases finais, o embriao se de-
senvolve em uma larva que passa por trés estagios (d). O estado subsequente,
de pupa (e), dura cerca de cinco dias. E apds esse periodo de metamorfose, se
origina um individuo adulto. Figura adaptada de (MORGAN, 2007)
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Nesse contexto, a embriogénese (fase de interesse desse trabalho) refere-se aos pro-
cessos de formacgao e desenvolvimento dos embrices de Drosophila. Ela compreende os
estagios da fecundagao até a eclosao da larva (GILBERT, 2003), tal como destacado na
Fig. 1(a-c). De modo simplificado, um tunico espermatozdide penetra no évulo maduro
e os nucleos haploides do espermatozoide e do évulo fundem-se para formar um nicleo
zigotico diploide. Entao, o ntcleo zigético sofre uma série de divisdes sem que ocorra a
divisao do citoplasma e formacao de células. Na décima divisao os niicleos migram pro-
gressivamente para a periferia do embriao (cortex) e ocorrem mais quatro divisoes (ciclos
mitéticos) parando na interfase do ciclo 14. Entre os ciclos 10 — 13 os ntcleos resultan-
tes das sucessivas divisoes partilham um citoplasma comum, designando-se o embriao de
blastoderme sincicial. Por fim, durante a interfase do 14° ciclo mitotico todos os nicleos
sao envolvidos por membranas plasmaticas. Trata-se do processo de invaginacao, em que
a membrana celular do o6cito dobra-se sobre os nucleos e intercala-se entre estes, dando
origem a uma camada tUnica de células, a blastoderme celular.

Completados os 14 ciclos mitdticos (aproximadamente 4,5 horas apés a fecundagao)
o embrido é uma tnica célula contendo cerca de 2'3 nicleos. Esses niicleos, morfologi-
camente idénticos, sao imersos em diferentes concentragoes de proteinas cujos RNAs sao
depositados maternalmente, antes da fecundacao. Sendo assim, os nucleos e suas ilhas
citoplasmaticas sao diferentes ao nivel molecular, dado a expressao génica dos muitos
genes e fatores de transcrigdo do organismo (GARCIA; F ERNANDEZ, 2012). Na Fig. 2
é ilustrado os ciclos mitdticos (clivagens) sofridas pelo embriao de Drosophila durante a
embriogénese. Em particular, esta tese aborda imagens de embrioes com sinais de ex-
pressao génica, normalmente utilizadas em estudos relativos a formacao dos padroes, a
determinagao do destino celular e a organogénese (PANDEY; NICHOLS, 2011).

2.3 Expressao Génica

Nas primeiras horas do desenvolvimento embriondrio (entre fertilizacao e gastrulagao)
a expressao génica da Drosophila ¢ altamente dinamica. Duas categorias de transcritos
marcam esse periodo do ciclo, sendo (i) aqueles depositadas no ovo durante a oogénese
(produzida por genes maternos) e (ii) aqueles que sao expressos somente apos a ferti-
lizacao (produzida por genes zigdticos) (ARBEITMAN et al., 2002). Até o 7° ciclo o
desenvolvimento embrionario é controlado pelos genes maternos, isto é, o embriao nao
transcreve o seu genoma. Os primeiros genes zigdticos sao transcritos no 8° ciclo, e na
interfase do 14° ciclo a transcrigdo zigotica aumenta em grande escala com o processo de
celularizacdo (GARCIA; FERNANDEZ, 2012; WATSON; BAKER; BELL, 2015).

A expressao génica é o processo pelo qual a informacao hereditaria contida em um gene
é processada em um produto génico. Ela consiste na transcricio do DNA para o mRNA
(RNA mensageiro) e na tradugao do mRNA em uma proteina (WATSON; BAKER; BELL,
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Figura 2 — Numero de clivagens sofridas por um embrido de Drosophila. As primeiras
divisdes ocorrem centralmente. Os niimeros no topo de cada embriao identifi-
cam o ciclo mitético. No décimo ciclo os nicleos e suas ilhas citoplasmaticas
migram para a periferia do embriao, criando a blastoderme sincicial. Apds o
13° ciclo, as membranas celulares comecam a se formar, invaginando da su-
perficie externa do embrido em direcdo ao centro, formando o blastoderma
celular. Figura obtida de (GILBERT, 2003).

2015). Esse é o processo no qual a informacao contida nos genes (sequéncia de DNA)
gera produtos génicos, que sao as moléculas de RNA (na etapa de transcrigio génica)
e as proteinas (na etapa de traducao génica). Essa segunda etapa consiste na sintese
de proteinas, que sao os produtos finais e os objetivos reais da expressao génica. Por
simplificacao, muitos outros detalhes referentes as etapas de transcri¢ao e tradugao foram
omitidos nesta tese. Uma leitura avangada pode ser encontrada na literatura (GILBERT,
2003).

A principio todas as células de um organismo compartilham o mesmo DNA, e por
isso, possuem a mesma informacao genética. No entanto, gragas as mudancas na expres-
sao génica que ocorrem ao longo do desenvolvimento, sao geradas células diferentes com
relacdo a funcao e estrutura. Por exemplo, os tecidos da pele e do coragao, possuem o
mesmo genoma, porém diferenciam-se quanto a morfologia e funcao. Esse processo em
que as células de um mesmo organismo se especializam em determinada fungao é definido
como diferenciacao celular. Resumidamente, ela compreende os mecanismos responsaveis
por determinar a especificidade, o destino e a funcao das células dentro de um organismo.
A diferenciacao celular explica a grande diversidade de estruturas, 6rgaos e sistemas exis-
tentes em um organismo, os quais interagem entre si e desempenham diversas fungoes
necessarias a sua sobrevivéncia. A realidade de diferentes grupos de células agindo de

maneira cooperativa determina a existéncia dos organismos multicelulares. A diferenca
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fundamental entre esses organismos esta na inibicao ou na ativacao de determinados gru-
pos de genes. Portanto, a expressao diferenciada acontece porque existe um controle sobre
a expressao génica (WATSON; BAKER; BELL, 2015; GILBERT, 2003).

O mecanismo que define a interacdo e regulagdo entre os genes durante a expressao
génica denomina-se rede de regulacao génica. Ela define como os genes influenciam uns
aos outros, de maneira ativadora ou inibidora. Nem todos os genes presentes no ntcleo
se expressam ao mesmo tempo. Alguns genes sdo ativados em determinados tecidos
ou em periodos especificos do desenvolvimento. Alguns genes ativados podem atuar na
ativacao ou inativagao de outros genes, isto €, tratam-se dos genes com funcao reguladora.
Ao conjunto de todos os genes expressos em um dado momento denomina-se padrao de
expressao génica. De modo geral, o padrao de expressao génica é determinado pelo codigo
genético e também por informagoes externas a célula, tal como sinais quimicos de outras
células ou niveis de nutrientes (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

Os complexos detalhes de diferenciagao celular, desenvolvidos a partir do zigoto até
a embriogénese, induzem o estudo dos padrées de expressio génica. E sabido que os
mecanismos envolvidos nesse processo nao ocorrem somente durante o desenvolvimento
embriondrio, pois mudancas na expressao génica continuam ativas em cada individuo
durante toda a sua vida. No entanto, a elevada atividade mitotica e constantes mudancas
no destino das células fazem deste periodo o preferido para a realizacao de investigacoes
diversas (GILBERT, 2003).

O interesse desta tese foca-se na analise computacional de imagens relativas aos pa-
droes de expressao génica de embrioes da Drosophila melanogaster. Estudos da expressao
génica em grande escala nesse organismo contribui para a compreensao de importantes
processos e fendmenos biologicos, tais como desenvolvimento e diferenciagao celular (AR-
BEITMAN et al., 2002). Além disso, esta abordagem constitui um passo essencial para
esclarecer a complexidade do processo de regulacao génica. Um exemplo relevante desse
contexto é o estabelecimento dos padroes de expressao em um caso bastante importante,
a formacao do plano corporal dos embrides de Drosophila.

Simplificadamente, diferentes conjuntos génicos atuam em cascata para o estabelecer o
plano corporal dos embrices de Drosophila melanogaster. Os atores iniciais dessa cascata
sao os genes de efeito materno, com localizacao nas células polares do embrido. Seus
produtos génicos determinam a formagao do eixo antero-posterior e criam informacgoes
que induzem a ativacdo do proximo grupo de genes, os genes gap. Os produtos dos
genes gap interagem entre si para definir regioes grandes do corpo do embrido. A sua
expressao se d4 em faixas amplas. O gradiente de expressao dos genes gap leva a ativacao
subsequente dos genes pair-rule. Esse grupo de genes divide o embridao em sete faixas
verticais perpendiculares ao eixo anterior-posterior (Anterior-Posterior (AP)), com largura
de aproximadamente dois segmentos. Eles sao responsaveis pela formacao dos futuros

segmentos (parasegmentos). A agao do grupo de genes pair-rule ativa o grupo de genes
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polaridade segmentar, responsaveis por assegurar a divisdo dos segmentos. A ativacgao
desses genes divide o embrido em quatorze faixas com a largura dos segmentos corporais.
E ainda, divide cada segmento em metade anterior e posterior. Esse processo é ilustrado
na Fig. 3, em que ¢é possivel observar a cascata de interagoes entre os genes envolvidos no
processo de segmentagao do corpo de embrides da Drosophila melanogaster.

A carater de exemplificacao é contextualizado a acao do grupo de genes de efeito
materno, fundamentais para a organizacao basica e a polaridade do eixo AP dos embrioes
de Drosophila. Aqui citam-se o bicoid e hunchback (como necessarios para a formagao da
cabega e do térax do embridao) e nanos e caudal (como essenciais para a formacao dos
segmentos abdominais). O gene bicoid, por exemplo, atua especificando o desenvolvimento
da regiao anterior do ovocito. Depois da fecundagdo, o mRNA de bicoid é traduzido e
a proteina Bicoid forma um gradiente de concentracao que se estende da regiao anterior
(onde é mais concentrada) até a regido posterior (onde sua concentragao é menor). O gene
caudal, por sua vez, atua padronizando a regiao posterior do embrido. Antes da fecundacao
o mRNA de caudal é sintetizado homogeneamente por todo o ovécito. No entanto, a alta
concentragao de Bicoid na porcao anterior do embridao inibe a traducao do mRNA do
gene caudal nesta regidao. Assim, a maxima concentragao da proteina Caudal encontra-se
na regiao posterior do embrido. O mRNA do gene nanos possui maior concentracao na
regiao posterior embrido. O seu gradiente de expressao estende-se da regiao posterior
para a anterior, mas somente é traduzido na por¢ao posterior do embriao. Em geral, o
hunchback atua na repressio de sua transcricio (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

«D— O T

e A\ P sy

(a) Genes de efeito (b) Genes gap (c) Genes pair-rule (d) Genes segmentos
materno de polaridade

(wp

Genes selecionadores homedticos

Figura 3 — Cascata de interagdes entre os genes envolvidos no processo de segmentacao do
corpo de embrides da Drosophila melanogaster. Figura adaptada de (HILLIS
et al., 2012)

Uma explicagdo detalhada de todo o contexto biolégico deste processo foge ao escopo
desta tese. Porém, uma leitura avangada pode ser encontrada na literatura (GILBERT,
2003; GARCIA; FERNANDEZ, 2012). Na Fig. 4 é exibido o padrdo de expressao do

Even-skipped (vermelho), Hunchback (azul) e Kruppel (verde) em um embridao no 14°
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Figura 4 — Padrao de expressao génica dos genes pair-rule. FEven-skipped (vermelho),
Hunchback (azul) e Kruppel (verde) em um embridao de Drosophila no ciclo de
clivagem 14A e classe temporal 8. Fven-skipped é caracterizado por um padrao
de sete faixas transversais ao longo do eixo antero-posterior da blastoderme do
embrido. Imagem obtida da base de dados online FlyEx (POUSTELNIKOVA
et al., 2004).

ciclo de desenvolvimento e classe temporal 8. Os diferentes niveis de expressao de seus
genes sao decorréncia de estarem submersos em diferentes concentragoes das proteinas

reguladoras da expressao génica.

2.4 Imagens de Embrioes de Drosophila

Os equipamentos de captura de imagens existentes (e.g., microscopia confocal) po-
dem coletar amostras de embrides da Drosophila em diferentes posicoes: lateral, dorsal e
ventral. Além disso, as imagens dos embrioes podem ser coletadas em diferentes planos:
superficial, sagital ou transversal.

Em grandes bases de dados, para interpretar os padroes de expressao e identificar a
funcao dos respectivos genes, torna-se necessario separar as centenas de embrioes em seus
respectivos estagios de desenvolvimento (KAZMAR et al., 2013). Nesse sentido, com-
preender a geometria e anatomia dos embrides é fundamental. A andlise inclui algumas
propriedades principais, como (a) eixos corporais, (b) visoes, (c¢) planos e (d) segoes dos
embrides.

De modo geral, o embriao possui um formato eliptico que se estende ao longo do eixo
horizontal (ALLENA; AUBRY, 2011; ALBERTS et al., 2002). Nesse contexto, os eixos
embrionarios definem a estrutura corporal do futuro animal. No caso de embrides da
Drosophila melanogaster citam-se dois eixos, o anterior-posterior (AP) e o dorso-ventral
(DV), como ilustrado na Fig. 7. O eixo AP é definido por uma linha imagindria que se

estende da extremidade anterior (cabega do embridao) até a porc¢ao posterior (cauda do
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embridao). Por outro lado, o eixo Dorso-Ventral (DV) define a linha imaginaria perpen-
dicular ao eixo AP, a qual se estende verticalmente do lado dorsal (parte superior do
embrido) ao ventral (parte inferior) (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

No que diz respeito a propriedade (b), é possivel dizer que os embrides de Drosophila
podem ser coletados sob dois tipos de visualizagao principais, a lateral e a nao-lateral
(que inclui os lados dorsal e ventral). O tipo de visualizagao diz respeito a visao utilizada
para capturar o embrido (KARAISKOS et al., 2017). A ampla maioria dos trabalhos
disponiveis na literatura abordam a visualizacao lateral dos embrides (LI; GONG, 2017).

Por meio da Fig. 5 é possivel conhecer as seis projegoes dos embrioes de Drosophila.

Figura 5 — Visoes ortogonais de um embriao de Drosophila ao longo de seus eixos corpo-
rais. As projecoes ilustradas sd@o da visao ventral, dorsal, anterior, posterior,
esquerda e direita. Figura adaptada de (WEBER et al., 2009).

Outra propriedade importante relativa a geometria refere-se ao plano de captura dos
embrides de Drosophila (propriedade (c)). Neste trabalho, sdo capturadas imagens refe-
rentes a cortes no embrido, sendo as segoes (i) sagital (Fig. 6(a)) e transversa (Fig. 6(b)) e
a (ii) superficie do embriao (Fig. 6(c)). As imagens obtidas de (i) sdo geradas por técnicas
de seccionamento virtual, e isto as permite detectar planos focais internos ao embrido,
gerando a impressao de um seccionamento fisico das amostras. Em contrapartida, as

imagens obtidas de (ii) capturam os nicleos e sinais de expressao a partir de uma visao
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ortogonal da superficie do embrido, por meio do achatamento fisico do mesmo. Com isso,
esses planos possibilitam a visualizacao de células e tecidos, localizagao de genes e pro-
teinas, bem como, a visualizacdo da dinamica de expressao génica em embrides fixados
ou in vivo (GRIMM; COPPEY; WIESCHAUS, 2010). Em suma, as imagens das segoes
sagital e transversa apresentam vantagens importantes, as quais tém atraido o interesse
da comunidade biolégica. Por exemplo, (1) a captura de sinais de expressao de RNAs
e proteinas em diferentes planos focais, (2) a preservacao do embrido, uma vez que esse
tipo de imagem ¢é obtido por equipamentos e técnicas de captura de imagem capazes de
capturar o plano interno das amostras sem achatar fisicamente os embrioes, e (3) o estudo
do eixo dorso-ventral, possivel somente a partir desse plano da imagem (SOUSA et al.,
2013).

Além disso, cita-se uma observacao adicional sobre as se¢bes sagital e transversa.
No caso de animais com simetria bilateral, a secao sagital (longitudinal) é paralela ao
eixo AP. Por outro lado, a se¢do transversa é perpendicular a esse eixo. Pelo fato dos
embrioes de Drosophila apresentarem forma eliptica, a se¢do transversa gera um formato
aproximadamente circular, enquanto que a sagital mantém o formato eliptico. Na Fig. 6

¢ ilustrado os dois tipos descritos.

Secao Sagital Secao Transversa Imagens da superficie

(a) {b) (c)

Figura 6 — Tipos de imagens de embrides de Drosophila. (a) e (b) cortes do embridao nas
secoes, respectivamente, sagital e transversa. Em ambas as figuras, no canal
azul é ilustrado a marcacao DAPI e no canal vermelho é expresso o sinal da
proteina. (c¢) Imagem de embrido coletada da superficie. Na segunda figura é
destacado a resolucao dos nucleos.

Os embrides de Drosophila, apesar de apresentarem um formato proximo a uma elip-
séide, nao possuem os lados (dorsal e ventral) simétricos (ALLENA; AUBRY, 2011). Ele
diferenciam-se com relacao ao tamanho e curvatura, sendo que, o lado dorsal é menor e
menos curvo (HE et al., 2010). Na Fig. 7 é destacado esse caso. Nela é possivel perceber

que o tamanho do contorno medido ao longo do perimetro do lado dorsal (cor azul) é
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menor em relacao ao tamanho do contorno medido ao longo do perimetro do lado ventral

(cor vermelho).

A< >P

Figura 7 — Geometria dos lados do embriao de Drosophila na se¢ao sagital (longitudinal).
Em vermelho ¢ delimitado o lado dorsal e em verde lado ventral. E nitida a
diferenca dos respectivos perimetros.

2.5 Imagens de expressao génica

A localizacao e quantificagdo da expressao génica em embrides da Drosophila melano-
gaster é definida a partir da distribuicao espacial e temporal de seus RNAs e proteinas.
Esse processo é realizado por meio de trés métodos principais da biologia molecular: (i)
Hibridizagao in situ (ISH), (ii) hibridizacao fluorescente in situ (FISH), (iii) imunolo-
calizacao e (iv) imagiamento in vivo. Esses métodos, quando associados a técnicas de
captura de imagens (e. g., microscopia confocal), geram imagens 2D ou 3D da expressao
génica e também da anatomia (TRAVENCOLO, 2007). Na Sec¢ao 2.5.1 sdao descritas,
resumidamente, as técnicas (ii) e (iii), e na Segao 2.5.2 é apresentada a técnica de captura

Microscopia confocal, amplamente usada no estudo da Drosophila.

2.5.1 Distribuicao espacial da expressao génica

A FISH é uma técnica utilizada para determinar a localizagao citolégica de moléculas
de RNA ou DNA a partir de sondas marcadas por fluorescéncia (NIZAMI; LIU; GALL,
2015). As sondas podem ser definidas como sequéncias de nucleotideos complementares
desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se deseja identifi-
car. Sendo assim, a FISH baseia-se na propriedade da complementaridade, inerente as
moléculas de DNA e RNA. De modo bem resumido, ela consiste em determinar quais
moléculas de mRNA de um determinado gene estao presentes em uma célula ou tecido

em um dado momento. E importante mencionar que existem trés tipos de hibridizacao,
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do tipo RNA/RNA, RNA/DNA e DNA/DNA (GILBERT, 2003). O procedimento com-
pleto aborda algumas etapas principais, que inclui desde a (i) fixagdo da amostra; (ii)
preparacao do material biologico, que pode incluir ou nao passos de permeabilizagao; (iii)
hibridizagdo com sondas especificas usadas na detecgao das sequéncias (determinados al-
vos em solu¢do de hibridizacao); (iv) lavagem da amostra que removem a hibridizagao
inespecifica, até a (v) montagem, visualizacao e documentagao.

A FISH é considerada uma abordagem para examinar sistematicamente os padroes
de expressao génicos durante o desenvolvimento, e um ensaio central no estabelecimento
de relagoes regulatérias entre os fatores de transcrigdo e os elementos reguladores (HAM-
MONDS et al., 2013). No cenario da Drosophila melanogaster, ela tem sido utilizada para
determinar perfis de expressao, com potencial de revelar aspectos espaciais e temporais
dos padroes génicos durante o desenvolvimento embrionario. No contexto da presente
tese, trata-se da técnica abordada pela base de imagens BDGP (TOMANCAK et al.,
2002).

Outra técnica para a deteccao de proteinas expressas nas células ¢ a imunolocalizagao.
De modo geral, essa técnica usa anticorpos especificos para localizar macromoléculas (pro-
teinas, polissacarideos) dentro do material biologico (fragdes subcelulares, células, tecidos,
biofilmes) (HOPPERT; WREDE, 2011). A imunolocalizacao é baseada nos principios das
reagoes antigeno-anticorpo. Dessa forma, para determinar a distribuicao espacial de uma
proteina em um conjunto de células, utiliza-se um anticorpo associado a um corante (flu-
orocromo) especifico para a proteina desejada (TRAVENCOLO, 2007). As células devem
ser fixadas e permeabilizadas para facilitar o acesso dos anticorpos ao citoplasma e ao
nicleo (PAULA; TECHIO, 2014). Utilizando mais de um corante é possivel visualizar
diferentes proteinas simultaneamente. Esse processo ¢é ilustrado na Fig. 4. Em resumo, a
utilizagao da técnica de imunolocalizacao combinada com estudos de biologia molecular
¢ uma ferramenta indispensavel e tem contribuido significativamente no cenario da Dro-
sophila para investigar a distribuicao espacial ou temporal de uma determinada proteina

no nucleo ou no citoplasma.

2.5.2 Microscopia confocal

Avancos em equipamento de captura de imagens microscopicas criaram novas opor-
tunidades para estudar interagoes génicas em Drosophila, por exemplo, permitindo a
descoberta de padroes genéticos em diferentes estagios do desenvolvimento embrionario.
Nesse contexto, a microscopia confocal apresenta-se como uma ferramenta poderosa para
a geracao de imagens da expressao génica de embrides em desenvolvimento.

A microscopia confocal baseia-se na iluminacao por varredura a laser, ponto-a-ponto,
de um espécime bioldgico normalmente tratado ou marcado com compostos fluorescentes.
De modo simplificado, os microscépios permitem a aquisi¢do de imagens digitalizadas de

diferentes planos focais de uma amostra biologica, ao passo que elimina a informagao
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fora do foco. Isto é alcangado por meio de uma abertura circular (pinhole) localizada
em frente ao plano da imagem, a qual atua como um filtro espacial e permite somente a
passagem de luz proveniente do plano focal (BOROVEC; KYBIC; NAVA, 2017). Essa fer-
ramenta apresenta algumas vantagens que justificam sua popularidade e maior utilizacao,
por exemplo: (i) capacidade de produzir imagens tridimensionais a partir de amostras
espessas, (ii) capacidade de obter imagens de planos especificos sem a necessidade de
submeter a amostra a seccionamentos fisicos, (iii) eliminagao de artefatos na imagem tri-
dimensional final, (iv) redu¢ao do tempo de processamento da amostra até a obtengao da
imagem, (v) possibilidade da observacao de amostras vivas. Em relacdo aos microscopios
de campo convencionais pode-se dizer que a microscopia confocal oferece varias vanta-
gens: controla a profundidade de campo, reduz a informacgao periférica ao plano focal,
aumenta o contraste, melhora a qualidade das imagens e possibilita maior resolu¢ao nos
componentes axiais (lateral e vertical) (CROIX; SHAND; WATKINS, 2005).

Em Drosophila, o processamento de imagens obtidas por varredura confocal de em-
brides corados é uma abordagem muito utilizada para a aquisicao de dados quantitativos
de expressao génica na resolucao de uma tnica célula. A principal vantagem dessa ferra-
menta sobre outras abordagens é a capacidade de medir os niveis de expressao ao longo do
embriao, espaco que fornece campos de expressao 2D e possibilita a reconstrucao 3D de
um embrido inteiro. Como desvantagem, s6 é possivel medir simultaneamente um niimero
relativamente pequeno de produtos génicos de uma determinada amostra (BAKER, 2010;
BOROVEC; KYBIC; NAVA, 2017). Isso significa que um mapa de expressdo espacial
de todos os genes de segmentacao deve ser sintetizado a partir de muitas observagoes,
cada uma feita em um embrido separadamente. Embora os dados possam ser obtidos de
diferentes combinacoes dos produtos génicos, esses padroes nao podem ser diretamente
sobrepostos devido as distor¢oes causadas por erros de observacao e diferencas individuais
implicitas entre os embrides tratados (SPIROV et al., 2001).
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CAPITULO

Trabalhos correlatos

Neste capitulo sao apresentados alguns trabalhos correlatos, com foco no processa-
mento e analise de imagens com dados de morfologia ou expressao génica da Drosophila.

Sao discutidas algumas bases de dados e as técnicas para processamento dessas imagens.

3.1 Trabalhos correlatos

Os padroes de expressao génica relativos a Drosophila, analisados ao longo do desen-
volvimento embrionério, oferecem informacgoes importantes a respeito das func¢oes e do
papel regulador dos genes. Na literatura ¢é possivel encontrar varios trabalhos envolvendo
o processamento computacional desse tipo de imagem, notadamente com interesse no
estudo das expressoes génicas estabelecidas nos estagios iniciais do desenvolvimento em-
brionario e também do estagio larval. Os trabalhos encontrados reforcam a importancia
desta area de pesquisa, e evidenciam algumas lacunas que ainda permanecem abertas.

Nesse contexto, na Tabela 1 sao listados diversos trabalhos propostos ao longo dos
ultimos quinze anos, que apresentam propostas de técnicas e algoritmos para o processa-
mento e analise de imagens com dados de morfologia ou expressao génica. Os resultados
desses trabalhos descrevem importantes descobertas relacionadas aos processos biolégicos
e a complexa cascata de regulacao génica durante o desenvolvimento.

O levantamento da literatura correlata mostra que nenhum dos trabalhos apresentados
propoe um sistema mais genérico para a extracao de informacoes quantitativas a partir de
imagens de embrides da Drosophila, enfatizando a originalidade da pesquisa ora apresen-
tada. Neste capitulo, bases de dados que abordam especificamente imagens de expressao
génica dos embrides de Drosophila (Secao 3.2) e trabalhos correlatos (Segoes 3.3— 3.6)
sao brevemente descritos, a fim de exemplificar solu¢des computacionais para a analise
e processamento de padroes de expressao génica baseados em imagens bidimensionais de
embrioes da Drosophila. Os trabalhos apresentados foram selecionados por terem sido

utilizados para comparacao com os modulos propostos nesta tese.



Tabela 1 — Lista de trabalhos correlatos.

Referéncia

Foco do trabalho

Caracteristicas das imagens

SURKOVA et al., 2019)

Anélise quantitativa

Superficie subcelular

BOROVEC; KYBIC; NAVA, 2017)

Andlise génica global Oogenesis

Superficie subcelular

KUMAR et al., 2017)

Ferramenta automatica

Superficie celular

LI; GONG, 2017)

Isolamento embrido principal

Superficie celular

WILK et al., 2016)

Anélise génica Embriogénese e Larval

Superficie subcelular

GAO et al., 2015)

Anotacado automatica

Superficie celular

CICIN-SAIN et al., 2015)

Base de dados da Drosophila

Expressao génica

JANSSENS et al., 2014)

Anélise quantitativa em C. albipunctata

Superficie subcelular

LI; SILVEIRA; GONG, 2014)

Deteccao da expressdo génica

Superficie celular

LI; ANANTA, 2014)

Extragdo do contorno de embrides

Superficie celular

ROBINSON et al., 2013)

Base de dados da Drosophila

Expressao génica

PIERRE et al., 2013)

Base de dados da Drosophila

Genes e genomas

SURKOVA et al., 2013)

Anélise génica embriogénese

Superficie subcelular

YUAN et al., 2013)

Anotacao automatica

Superficie celular

Anélise quantitativa

Secdo transversa

KAZMAR et al., 2013)

Deteccao do embrido

Superficie celular

KONIKOFF et al., 2012)

Padronizagdo supervisionada de embrides

Superficie celular

GOLYANDINA et al., 2012)

Segmentacao nuclear

Superficie subcelular

Andlise quantitativa da faixa central

Superficie celular

KNOWLES, 2012)

Anélise génica embriogénese

Superficie subcelular

REEVES et al., 2012)

Anélise quantitativa

Secdo transversa

LI; KAMBHAMETTU, 2011)

Extracdo do contorno de embrides

Superficie celular

MACE et al., 2010)

Extracdo do contorno de embrides

Superficie celular

PUNIYANI; FALOUTSOS; XING, 2010)

Pipeline para expressdo génica

Superficie celular

WEBER et al., 2009)

Anélise génica 3D

Superficie subcelular

PISAREYV et al., 2009)

Segmentacdo nuclear

Superficie subcelular

LI; XING; SHINDHELM, 2008)

Padronizacao parcial de embrioes

Superifice celular

LI; XING; SHINDHELM, 2008)

Padronizagao de imagens

Superficie celular
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TOMANCAK et al., 2007)

Anélise génica global Embriogénese

Superficie celular
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3.2 DBases de imagens

Padroes espaciais de expressao génica sao a base para estudos da biologia molecular.
Milhares de imagens contendo esse tipo de dados foram publicadas na literatura (KU-
MAR et al., 2002; WILK et al., 2016; TOMANCAK et al., 2002). Com o aumento do
volume desse tipo de informagao, as bases se tornaram cada vez mais uteis, uma vez que
proporcionam ambientes de alto desempenho para o armazenamento, controle e analise
dos dados de expressdo génica espaco-temporal. E possivel encontrar diferentes bases na
literatura que disponibilizam imagens de expressao génica dos embrioes de Drosophila.
A maioria é disponivel gratuitamente online. Na Tabela 2 sdo descritas algumas dessas

bases, e as subse¢oes seguintes descrevem as bases que estao mais relacionadas a esta tese.

Tabela 2 — Lista de bases de imagens correlatas.

Bases de imagens

Nome Descrigao Referéncia
BDGP Imagens 2D da expressao génica dos em- | (TOMANCAK et al.,
brides de Drosophila 2007)
BDTNP Imagens 3D da expressao génica dos em- | (HENDRIKS et al.,
brides de Drosophila 2006)
FlyEx Imagens 2D da expressdao génica dos em- | (POUSTELNIKOVA
brioes de Drosophila et al., 2004)

FlyExpress| Imagens 2D da expressdo génica dos em- | (KUMAR et al., 2011)
brides de Drosophila
FlyBase Dados genéticos e gendémicos do organismo | (GRUMBLING;

modelo Drosophila melanogaster e toda a fa- | STRELETS, 2006)
milia de insetos Drosophilidae
Fly-FISH | Imagens 2D da expressdo génica dos em- | (LECUYER et al.,

brides de Drosophila 2007)
FlyAtlas | Dados de expressdo génica nos tecidos de | (ROBINSON et al.,
Drosophila melanogaster. 2013)

SuperFly | Dados de expressao espaco-temporal quanti- | (CICIN-SAIN et al.,
ficados de genes de segmentagao em diferen- | 2015)

tes espécies de insetos dipteros
FlyMine Dados gendmicos e protedmicos para Dro- | (LYNE et al., 2007)
sophila e outros insetos

3.2.1 Fly-FISH

A base de dados Fly-FISH documenta padroes de expressao e localizacao de mRNAs de
Drosophila ao nivel celular e subcelular durante a embriogénese e terceira fase do estagio
larval. Um método de deteccdo de fluorescéncia de alta resolucao e alta produtividade
é usado para detectar mRNAs expressos (WILK et al., 2016). Os achados gerais e as
implicagoes do trabalho realizado estao resumidos em (LECUYER et al., 2007) e (WILK
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et al., 2016). Os dados podem ser acessados pesquisando as categorias de localizacao,

pesquisando genes especificos ou percorrendo a lista de genes analisados.

3.2.2 FlyExpress 7

FlyExpress! é uma base de dados online composta por uma série de imagens relativas
a padroes de expressao génica de embrioes da Drosophila melanogaster coletadas durante
a embriogénese. As imagens provém de bases como o BDGP (TOMANCAK et al., 2002),
Fly-FISH (LECUYER et al., 2007) e publicagoes de outros trabalhos (PubMed), contendo
atualmente mais de 100.000 imagens de expressao de quase 5.000 genes derivados de dois
estudos de hibridizagao in situ de alto rendimento (TOMANCAK et al., 2002; LECUYER
et al., 2007), e composta ainda, por mais de 30.000 imagens extraidas de publicag¢oes
correlatas.

As imagens disponiveis no FlyExpress sao apresentadas como GEMs (Genomewide
Ezpression Maps), isto é, mapas de expressao de todo o genoma, que resumem os padroes
espaciais dos genes expressos em um determinado estagio do desenvolvimento da mosca.
Esses mapas nao apenas fornecem uma pista visual de onde os genes sao expressos, como
também quantos deles sao expressos na mesma vizinhanca, sendo que as regioes mais es-
curas do mapa de calor se correlacionam com uma maior quantidade de genes expressos.
Eles sao construidos pela agregacao e normalizacao de padroes de expressao espacial que
compartilham o mesmo estégio de desenvolvimento e a mesma orientagao (ver métodos
em (KONIKOFF et al., 2012)). O foco principal do FlyExpress é a proposi¢cao de um
mecanismo de busca para encontrar genes co-expressos e pesquisas cientificas relaciona-
das. Seu objetivo é facilitar a mineracao analitica e visual dos dados de entrada. Para
isso, o FlyExpress propoe um mecanismo de busca que se baseia em objetos graficos, i.e.,
imagens dos padroes de expressao génica, diferentemente da metodologia tradicional de
vocabulario controlado. Simplificadamente, a abordagem permite ao usuario clicar em
locais especificos das imagens de embrioes da Drosophila, em diferentes estagios do de-
senvolvimento e projecoes visuais, e com isso produzir uma lista de genes e publicacoes
correlatas. Em geral, o FlyExpress propoe uma nova metodologia para resumir os dados
de imagens dos embrides de Drosophila, visando facilitar a geracao de hipdteses sobre
interagoes génicas e acelerar o processo de novas descobertas biologicas (KUMAR et al.,
2017).

3.2.3 FlyEx

A FlyEx? é uma base de dados online voltada o armazenamento e analise de imagens

2D relativas a padroes de expressao génica dos embrides de Drosophila melanogaster.

<http://www flyexpress.net>

2 <http://urchin.spbcas.ru/flyex/>
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Ela possibilita ao usuario monitorar e analisar a dinamica de formacao dos dominios de
expressao génica dos embrioes durante todo o periodo de determinacao do segmento, o
que equivale a 1,5 h de desenvolvimento. Atualmente essa base armazena cerca de 4716
imagens de 14 padroes de expressao de genes de segmentacao obtidos de 1579 embrides
e 9.500.000 registros de dados quantitativos. Dados de referéncia estao disponiveis para
todos os genes de segmentacao nos ciclos 11-13 e todas as classes temporais do ciclo 14A
(PISAREV et al., 2009).

A FlyEx suporta operacoes basicas nas imagens da base, como por exemplo, visu-
alizacdo da mascara de segmentagdo, dos padrdes (em niveis de cinza e nos diferentes
canais RGB) e download das imagens em diferentes resolugoes. O banco de dados pode
ainda ser usado para examinar a qualidade dos dados, analisar a dinamica de formacao
dos dominios de expressao génica, bem como, estimar a variabilidade dos padroes de ex-
pressao génica (POUSTELNIKOVA et al., 2004). Trata-se de uma das bases de imagens
mais populares disponiveis online, sendo amplamente utilizada (JANSSENS et al., 2013;
JANSSENS et al., 2005; SURKOVA et al., 2011).

3.2.4 Berkeley Drosophila Transcription Network Project

A Berkeley Drosophila Transcription Network Project (BDTNP)? é uma base online
de imagens de expressao génica obtidas por microscopia confocal, em trés dimensoes
(3D) (FOWLKES et al., 2008). Essa base faz parte de um projeto cientifico focado no
estudo e andlise da rede de regulacao génica da embriogénese da Drosophila melanogaster.
Os autores mantém a base de imagem, bem como, suportam as ferramentas e métodos
computacionais necessarios para a manipulacao de seus dados (FOWLKES et al., 2008).

Atualmente o projeto analisa 37 fatores de transcrigio materno e zigdtico como os
principais reguladores da cascata transcricional de formacao do padrao embrionario. O
projeto tem como objetivo desenvolver técnicas para decifrar informagdes do processo
de regulagao transcricional codificadas no genoma e modelar quantitativamente como os
padroes espaciais e temporais de expressao génica se desenvolvem dentro da rede (HEN-
DRIKS et al., 2006).

De maneira geral, a BDTNP permite a busca e recuperacao de trés tipos de arqui-
vos que descrevem a expressao génica e a morfologia dos embrides Drosophila, a saber
PointCloud, VirtualEmbryo e Correspondence. PointCloud descreve os dados de um em-
brido individual, tipicamente a expressao de dois genes. Cada arquivo VirtualEmbryo
descreve a média dos dados para muitos genes, embrides e estagios de desenvolvimento.
E cada arquivo Correspondence descreve a melhor correspondéncia entre cada célula de
um PointCloud e a(s) célula(s) associada no VirtualEmbryo.

Por fim, é relevante mencionar que a BDTNP propoe trabalhos na literatura que
descrevem detalhadamente a sua base de imagens (FOWLKES et al., 2008), bem como,

3 <http://bdtnp.lbl.gov/Fly-Net/>
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o pipeline de analise tridimensional desenvolvido para analisar a morfologia e a expressao

génica dos embritces de Drosophila (HENDRIKS et al., 2006; KERANEN et al., 2006).

3.2.5 Berkeley Drosophila Genome Project

O Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP)* representa um projeto de pesquisa
abrangente, focado no estudo e investigacao do genoma da Drosophila melanogaster.
Trata-se de um consoércio do Drosophila Genome Center financiado pelo Instituto Na-
cional de Pesquisa do Genoma Humano, Instituto Nacional do Céancer e Instituto Médico
Howard Hughes. O BDGP (TOMANCAK et al., 2007) suporta o desenvolvimento de
pesquisas diversas, tais como, sequenciamento gendémico (HOSKINS et al., 2015), sequen-
ciamento de EST’S (Etiquetas de Sequéncia Expressa) (STAPLETON et al., 2002) e
andlise de expressao génica (TOMANCAK et al., 2002; TOMANCAK et al., 2007). Seus
objetivos principais se concentram em (a) concluir a sequéncia do genoma eucromético
da Drosophila melanogaster em alta qualidade, bem como, gerar e manter anotacoes bi-
olégicas dessa sequéncia. Além do sequenciamento genémico, o BDGP visa (b) produzir
disrupgoes génicas, (c) caracterizar a sequéncia e expressao de cDNAs e (d) desenvolver
ferramentas de informatica capazes de suportar o processo experimental, identificar carac-
teristicas das sequéncias de DNA e de apresentar informagoes atualizadas sobre anotagoes
de sequéncias (TOMANCAK et al., 2007). Os trabalhos do BDGP mais relevantes para
o contexto da presente pesquisa dizem respeito as investigacoes dos padroes de expressao
génica da Drosophila (TOMANCAK et al., 2002; PENG et al., 2006) e ao desenvolvi-
mento de ferramentas computacionais voltadas ao processamento e andalise automaética
desse tipo de dados (BOROVEC; KYBIC; NAVA, 2017; YUAN et al., 2013).

O banco de dados BDGP conta com mais de 138.564 imagens digitais de expressao
genética de mais de 8.450 genes. Tratam-se de imagens bidimensionais do embriao obtidas
pela técnica de hibridizacao in situ. As imagens na BDGP sido agrupadas por estagios de
desenvolvimento, sendo 1-3, 4-6, 7-8, 9-10, 11-12 e 13-17 (TOMANCAK et al., 2002;
TOMANCAK et al., 2007).

3.2.6 FlyBase

A FlyBase ® ¢ uma base online de dados genéticos e gendmicos do organismo modelo
Drosophila melanogaster e toda a familia de insetos Drosophilidae. O Grupo FlyBase or-
ganiza, anota, integra e mantém uma grande variedade de dados dentro deste dominio, os
quais, originam-se de uma variedade de fontes, desde projetos de genoma em larga escala
(BDGP) até a literatura de pesquisa primaria. Os tipos de dados disponiveis na FlyBase

incluem mapas nos niveis citologico, genético e de sequéncia, genes e alelos incluindo seus

4 <http://www.fruitfly.org/>

°  http://flybase.org/
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produtos, fungoes, padroes de expressao, fendétipos mutantes e interagoes génicas, bem
como, cromossomos aberrantes, genomas anotados, cole¢oes genéticas, construcoes trans-
génicas e insercoes, anatomia e imagens, dados bibliograficos e informagoes de contato da
comunidade (GRUMBLING; STRELETS, 2006).

A FlyBase é coordenada pelo BDGP (TOMANCAK et al., 2007) (descrito na Segao
3.2.5) e fornece acesso aos dados por meio de interfaces gréficas e textuais adaptadas aos

tipos especificos dos dados.

3.3 Padronizacao das imagens

O resultado da captura de imagens de embrioes da Drosophila melanogaster depen-
dem de dois fatores principais, (a) configuragdo dos microscépios utilizados e (b) pre-
paracao humana das amostras biolégicas (MACE et al., 2010). As diferentes técnicas e
procedimentos utilizados contribuiram para a geracao de diferentes repositorios de dados
(TOMANCAK et al., 2007; POUSTELNIKOVA et al., 2004; HENDRIKS et al., 2006;
KUMAR et al., 2011; LECUYER et al., 2007), os quais geralmente disponibilizam ima-
gens sem normalizagao (YUAN et al., 2013). Sendo assim, a maioria apresenta imagens
em diferentes tamanhos, orientacoes, dire¢oes, posi¢oes, escalas e condi¢oes de iluminacao
e textura (LI; GONG, 2017; KUMAR et al., 2002; NUTAKKI, 2010). Essas variagoes
podem ser reunidas em dois grupos distintos, a saber: (a) eixo anatémico dos embrides e
(b) condigoes gerais da imagem. No caso (a), as variagoes referem-se & propriedades que
caracterizam o eixo anatomico dos embrides de Drosophila, tais como orientacao, dire¢ao
e posigao. No caso (b), é possivel citar por exemplo, variagdes de textura, iluminacao, ta-
manho e escala. Ainda segundo o autor, as inconsisténcias mais comuns e que prejudicam
severamente os resultados das andlises biologicas resultam do grupo (a). No trabalho de
(TURNER et al., 2011) é destacado que algumas propriedades variam mesmo com em-
brides de espécies iguais, e podem ainda, acentuar-se em diferentes estagios do ciclo do
desenvolvimento embrionario (KAZMAR et al., 2013).

A variabilidade das propriedades descritas, quando nao controlada, altera significati-
vamente o resultado dos procedimentos automaticos, tais como comparagao (MACE et
al., 2010; PUNIYANTI; XING, 2013), anotacio (KAZMAR et al., 2013; YUAN et al.,
2013), classificagao (HEFFEL et al., 2009), agrupamento (PENG et al., 2006), minera-
gao (PAN et al., 2006) e reconhecimento (NUTAKKI, 2010). A padronizacao objetiva
uniformizar um conjunto de imagens, a fim de preparéa-las para que as andlises biolbgicas
posteriores sejam realizadas de forma efetiva. Variagdes das imagens de embrides da Dro-
sophila incluem mudangas na orientacao, escala, tamanho e diregdo (PAN et al., 2006;
KONIKOFF et al., 2012; LI; GONG, 2017), e ainda, presenga de embrides parciais ou
completos (MACE et al., 2010). Mais seriamente, a aparéncia dos embrides e dos padroes

de expressao génica, também podem variar significativamente devido a diversidade dos
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ciclos de desenvolvimento embrionario (LI; XING; SHINDHELM, 2008). Essas variagoes
desafiam a realizacao automatica de analises biologicas que necessitam de dados unifor-
mes, tais como recuperagao, registro e classificacao de imagens de expressao génica (PAN
et al., 2006; MACE et al., 2010; KONIKOFF et al., 2012; YUAN et al., 2013; HEFFEL
et al., 2009). Na literatura é possivel encontrar alguns trabalhos relativos a padroniza-
¢ao de imagens dos embrides de Drosophila (PAN et al., 2006; KONIKOFF et al., 2012;
LI; XING; SHINDHELM, 2008; KUMAR et al., 2002; GARGESHA et al., 2005; PENG;
MYERS, 2004; PAN et al., 2006).

Algumas abordagens sao supervisionadas, sendo assim, em alguma etapa da execucao
requerem manipulagdo manual significativa (KUMAR et al., 2002). Outras, por sua vez,
tratam apenas um subconjunto de variagoes da imagem (PENG; MYERS, 2004), como
é o caso da pesquisa de (PUNIYANI; FALOUTSOS; XING, 2010) que propuseram um
método para ajuste da orientacao dos embrides de Drosophila com base na selecao de
padroes de expressao génica semelhantes. Nem todas as propostas sao eficientes para os
casos de imagens em que ha a presenca de dois ou mais embrides que se tocam. Assim,
é possivel encontrar solugdes especificas para detectar e isolar o embridao principal das
imagens (PAN et al., 2006; LI; XING; SHINDHELM, 2008). Por fim, é importante
mencionar que alguns trabalhos encontrados na literatura propoem solugoes especificas
para a padronizacao de imagens dos embrides de Drosophila (PUNIYANI; FALOUTSOS;
XING, 2010), ao passo que outros abordam esta tarefa superficialmente, descrevendo
como uma das fases incluidas em suas metodologias propostas (JANSSENS et al., 2005;
SURKOVA et al., 2008). Por sua relevancia e destaque, serd descrito simplificadamente
a proposta de (KONIKOFF et al., 2012). Nessa proposta, os autores apresentam um
método semi-supervisionado para a padronizagao das propriedades orientagao, tamanho
e direcao das imagens de embrides de Drosophila. O método padroniza ainda as imagens
com relagao a quantidade de embrides, configurando apenas um embriao por imagem. Essa
ultima tarefa é realizada manualmente, em que o objetivo é isolar o embriao principal de
outros embrioes secundarios ou partes de amostras indesejadas.

O método consiste de uma série de rotinas desenvolvidas em MATLAB que sao execu-
tadas sequencialmente. Primeiramente um filtro passa-baixa é aplicado sobre a imagem
em tons de cinza, visando com isso suavizar e manipular os dados para a etapa poste-
rior. Conseguinte, o detector de bordas Canny (CANNY, 1986) ¢é utilizado para capturar
a borda do embridao. Apds isso, uma série de operagoes morfolégicas (dilatacao, preen-
chimento, abertura, suavizagao e erosao) é aplicada sobre a imagem visando definir o
contorno do embrido. Por fim, os pixels ndo pertencentes ao embriao sao configurados
para branco. Apds separar o embriao do fundo da imagem, o método padroniza a direcao
dos embrices. Esta tarefa é realizada a partir da funcao imrotate do Matlab. De modo
simplificado, essa fun¢ao gira a imagem por um dado angulo no sentido anti-horario em

torno do seu ponto central. O angulo é um escalar que especifica o grau existente entre
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o eixo X da imagem e o eixo principal do objeto (embrido). A fungao imrotate usa inter-
polacao de vizinho mais préoximo para definir os pixels da imagem de saida que situam-se
fora da imagem rotacionada para 0 (zero). Dessa forma, a dire¢do dos embrides é pa-
dronizada horizontalmente. Entretanto, a orientacao nao é definida automaticamente,
ficando a cargo de supervisao humana. Por consisténcia, os autores seguem a orientacao
comumente adotada pela literatura, i.e., regiao anterior a esquerda e lado dorsal para topo
no caso de visualizacao lateral. E regiao anterior a esquerda para as outras visualizagoes,
como dorsal e ventral (KUMAR et al., 2002). Assim, quando necessario, a orientac¢ao é
ajustada manualmente por meio da funcao flipdim do Matlab. Por fim, o tamanho de
todas as imagens é padronizado com o uso da funcao imresize. Os autores finalizam o
trabalho descrevendo que as tarefas de revisao e atribuicao dos ciclos de desenvolvimento

e da visao dos embridoes também nao é automatizada.

3.4 Pré-processamento

O pré-processamento é um passo importante dos sistemas de andlise automatica. Ele
visa melhorar e adequar a imagem para as etapas posteriores de um sistema. As imagens
de embrides da Drosophila geralmente apresentam uma textura rugosa (nas regioes dos
nicleos celulares). E ainda, costumam apresentar detalhes esptrios na regiao do plano de
fundo (i.e, a solugdo aquosa ao qual o embriao é envolvido). No caso dos sistemas auto-
maticos da Drosophila, o pré-processamento é essencial para destacar o embriao principal
ou areas de interesse (como os nicleos celulares), bem como, reduzir ruidos de aquisi¢ao
caracteristicos desse tipo de imagem.

Na literatura, as propostas de pré-processamento encontradas geralmente sao descritas
superficialmente e, comumente, abordam técnicas tradicionais existentes, tais como filtros
de suavizacao e operadores morfologicos. Um dos trabalhos propostos na literatura que
descreve detalhadamente a etapa de pré-processamento é proposto por (JANSSENS et al.,
2005). Esse trabalho propoe um conjunto de rotinas automaticas para o processamento
e analise de imagens bidimensionais relativas a embrioes da Drosophila melanogaster. O
objetivo principal é a aquisicao de dados quantitativos a partir de imagens confocais dos
padroes de expressao génica da Drosophila. Para isso, os autores propuseram trés eta-
pas principais, sendo (a) pré-processamento, (b) segmentacgao e (c¢) andlise. Em (a), o
foco consiste na utilizacao das técnicas binarizacao, equalizacao de histograma, operagoes
morfoldgicas (dilatacao, erosao) e filtros de suavizagdo (mediana) (GONZALEZ; WOODS,
2010). Primeiramente, uma limiarizagao simples é aplicada ao canal de intensidade ma-
xima da imagem original. O objetivo é obter a méascara do embrido, isto ¢, uma imagem
bindria em que os pixels pertencentes ao embrido sao ajustados para 1 (um) e os pixels do
fundo da imagem (regiao externa do embriao) sao assinalados para 0 (zero). O resultado

dessa etapa pode ser corrigido com a aplicacdo da operagao morfolégica preenchimento.
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Posteriormente, a borda da méscara é suavizada com um filtro mediano, que substitui
cada pixel pelo valor mediano dos pixels vizinhos. Na sequéncia, operacoes morfologicas
(erosao e dilatagao) sao aplicadas a fim de remover detalhes espurios das bordas e reduzir
buracos da mascara do embrido, e ainda, eliminar possiveis pixels encontrados fora do
embrido. A mascara obtida é entao utilizada para rotacionar e cortar o embrido principal.
Apébs a imagem ser rotacionada e centralizada, os autores aplicam uma equalizagao de
histograma, filtro de suavizagdo mediano e realiza uma inversdo. A combinacao dessas
técnicas permite melhorar o contraste, reduzir o ruido e suavizar a borda dos ntucleos
celulares. Com isso, pode-se iniciar a etapa de segmentacao. Os autores sugerem uma
combinagao dos algoritmos Watershed (GONZALEZ; WOODS, 2010) e detector de bor-
das Shen—Castan (SHEN J.; CASTAN, 1992). Como ultimo passo, é proposto a aplicagao
da operacgao morfolégica erosao seguida de reconstrucao minima e um passo final de ero-
sdo, a fim de remover pequenos buracos e objetos incompletos que podem permanecer na

borda do embriao.

3.5 Segmentacao

A segmentacao de imagens é uma tarefa chave em sistemas de Processamento Digital
de Imagens (PDI), com uma vasta gama de aplicagbes em sistemas de biologia compu-
tacional relativos ao contexto da Drosophila melanogaster, que inclui segmentacao dos
embrides (LI; GONG, 2017), dos nticleos celulares (JANSSENS et al., 2014), dos padrdes
de expressao (PUNIYANI; FALOUTSOS; XING, 2010), das asas (NETO; PAULA, 2017)
e dos ovos (JIA et al., 2016). A segmentacao de imagens relativas a embrices da Dro-
sophila enfrenta desafios quando realizada pela aplicagao isolada de técnicas tradicionais
da literatura. As dificuldades encontradas normalmente referem-se a ruidos existentes nas
imagens e & variabilidade dos dados. E comum encontrar imagens com baixo contraste,
iluminagao irregular e ruido.

Os métodos de segmentacao geralmente sao menos genéricos que os métodos relati-
vos a outras etapas, como pré-processamento. Eles costumam tratar tipos especificos de
imagens e tarefas particulares (POUSTELNIKOVA et al., 2004; KOSMAN; REINITZ;
SHARP, 1999). Nesse sentido, pode-se encontrar na literatura trabalhos propostos para
os diferentes planos anatomicos (sagital e frontal) e eixos dos embrioes de Drosophila (AP
e DV). Dentro deste contexto, existem solugoes para (a) segmentacao de nicleos (SUR-
KOVA et al., 2008; SOUSA et al., 2013), (b) deteccao da expressao génica (TOMANCAK
et al., 2007) e (c) localizagdo do embridao principal em imagens de Drosophila contendo
varios embrioes imersos em solugao aquosa (LI, 2014; LI; ANANTA, 2014; LI; GONG,
2017).

A localizagdo de embrides em imagens de Drosophila é um passo fundamental no de-

senvolvimento de sistemas computacionais relativos ao processamento e analise de padroes
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de expressdao génica. A automatizacao dessa tarefa é um desafio devido a variagoes di-
versas desse tipo de imagem, por exemplo (i) o tamanho, orientac¢ao e forma do embriao
de interesse; (ii) a vizinhanga do embrido principal (que toca, ou nio, na amostra dese-
jada) e (iii) caracteristicas da iluminacao. Dentro deste contexto, a aplica¢do direta de
técnicas tradicionais da literatura nao consegue obter resultados desejaveis na deteccao
do contorno de embrides da Drosophila (PENG; MYERS, 2004; PAN et al., 2006; LI;
KAMBHAMETTU, 2011). Diversas abordagens tém sido propostas ao longo dos anos
para contornar esta questdo (GARGESHA et al., 2005; PENG; MYERS, 2004; PAN et
al.; 2006). (PENG; MYERS, 2004) propuseram uma abordagem que calcula o desvio
padrao de janelas locais sobrepostas sob a imagem do embridao para caracterizar os pixels
como pixels de primeiro ou segundo plano, e aplica um método de crescimento de regiao
para localizar o contorno do embridao. (PAN et al., 2006) propuseram uma variante do
algoritmo de Marquardt-Levenberg para calcular uma transformacao afim 6tima, visanto
registrar embrides localizados em uma regiao elipsoidal. (FRISE; HAMMONDS; CELNI-
KER, 2009) estenderam o método de (PENG; MYERS, 2004) adicionando trés operagoes
em uma imagem bindria, sendo i) remogao de pixels isolados, ii) dilatacao e iii) processa-
mento majoritario. Além disso, (FRISE; HAMMONDS; CELNIKER, 2009) propuseram
um algoritmo heuristico para separar o embridao de interesse de multiplos embrides ad-
jacentes, partindo da suposicao de que o centro do embriao de interesse coincide com o
centro da imagem. (MACE et al., 2010) propuseram um método para extrair o contorno
dos embrices, em que foi utilizado um otimizador de enxame de particulas para reduzir o
custo computacional na busca de parametros 6timos. (PUNIYANI; FALOUTSOS; XING,
2010) propuseram um método baseado na detec¢ao de bordas que envolve um conjunto
de restri¢oes heuristicas, incluindo tamanho do objeto, convexidade, caracteristicas da
forma (por exemplo, propor¢ao do eixo maior sobre o menor) e a porcentagem da regiao
sobreposta. (LI; KAMBHAMETTU, 2011) propuseram um modelo de curva quadratica
para inicializar o contorno do embriao de interesse baseado nos pixels da borda, e aplica-
ram um modelo de contorno ativo para refinar os contornos do embriao. (BESSINGER,;
XING; LI, 2012) propuseram critérios para selecionar pixels de borda do componente co-
nectado ideal no espago de escala da imagem de entrada. (LI, 2014) propds algoritmos
para detectar e restaurar deficiéncias e falhas de tokens primarios de eshoco que ocorrem
quando um objeto de interesse é cercado por um fundo complexo.

Dentre os trabalhos mais recentes que propoem solucoes para a localizacao de em-
brides em imagens da Drosophila, é descrito nessa segdo o método proposto por (LI;
GONG, 2017). Neste, os autores apresentam um método para extracao do contorno de
embrioes da Drosophila, tendo a extragao de K pontos dominantes como chave do mé-
todo. Em trabalho anterior (LI, 2014), os mesmos autores propuseram a extracao de 3
pontos dominantes para analisar a estrutura geométrica de formas retangulares. Nesse

trabalho a proposi¢ao consiste em generalizar a extracao de 3 pontos dominantes para a
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extracao de K pontos dominantes, visando adaptar o método para a estrutura geométrica
complexa do contorno de um embriao de Drosophila. A complexidade dessas estruturas
reside principalmente em dois aspectos, (i) o contorno de um embriao de Drosophila pode
ser concavo e (ii) o contorno de dois embrides que se tocam pode ser concavo. Simplifica-
damente, o método consiste em aproximar os pixels de borda do componente conectado
por um poligono que pode ser convexo ou concavo. E com isso ele é capaz de segmentar

embrioes que se tocam, caracteristica esta que pode nao ser atendida por outros métodos.

3.6 Representacao e quantificacao dos dados

A representacao e quantificagao dos padroes de expressao génica diz respeito a extracao
de informagdes quantitativas a partir das imagens de embrides da Drosophila melanogaster
em diferentes fases do ciclo de seu desenvolvimento. De modo geral, essa etapa envolve as
tarefas de identificagdo das regides de interesse (ROIs), definigdo do formato de represen-
tagao, remoc¢ao do ruido de fundo (background) e extragao dos niveis médio de expressao
génica. Nesta secao sao descritas duas abordagens relativas a embrioes de Drosophila
capturados da secao transversal, as propostas de (COPPEY et al., 2008) e (TRISNADI
et al., 2013).

No trabalho de (TRISNADI et al., 2013) sao propostos métodos computacionais para
medir o gradiente de expressao de proteinas ao longo do eixo dorso-ventral no embriao
de Drosophila. A abordagem consiste em cinco passos, (i) detectar a borda do embrido,
(ii) calcular as intensidades médias citoplasmaticas, (iii) localizar nuicleos, (iv) calcular
as intensidades médias nucleares e (v) medir pontos nucleares. A principal diferenca esté
na forma como a regiao nuclear e citoplasmatica sao determinadas. Primeiro, presume-se
que o centro da imagem resida dentro do embridao. E assim, a imagem ¢é dividida em
60 dominios irradiando do centro da imagem (vide Fig. 8). Resumidamente, a borda do
embrido é encontrada computacionalmente, e entao os niicleos sao segmentados usando
um protocolo de limiarizacao local. Para encontrar os nicleos, os autores usam 60 pontos
na borda do embrido - a periferia externa da se¢ao transversa do embridao (até 20 microns
de profundidade) é desenrolada em uma longa faixa, que se transforma em uma méscara
nuclear binaria. Em seguida, o algoritmo Watershed é usado para definir os limites entre os
nucleos e determinar a localizagao das regioes citoplasmaticas. Essas localizagoes 1D sao
entao mapeadas de volta na faixa desenrolada original para definir regides retangulares,
onde dentro de cada retangulo ha exatamente um nicleo. Uma vez determinada a méscara
nuclear, a intensidade de proteina em cada nicleo segmentado foi calculada como a razao
entre a intensidade no canal de proteina dividida pela intensidade no canal nuclear. A
intensidade da expressao de mRNA foi calculada como a intensidade média dentro de um
anel com cerca de 18um de largura em torno do perimetro do embriao.

(TRISNADI et al., 2013) nao propuseram a detecgao individual das regides citoplas-
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Figura 8 — (a) Divisdo da imagem em 60 dominios que irradiam a partir do centro da
imagem (linhas amarelas). (b) Determina¢ao dos pontos onde a borda do
embriao é localizada. (c) Imagem RGB de um embrido para o qual a fronteira
foi calculada. O anel amarelo que envolve o embrido é a malha densa de 300
pontos. Figura adaptada de (TRISNADI et al., 2013).

maticas (apicais e basais) para cada nicleo dos embrides. A estratégia de deteccao das
regides de interesse é limitada a formas com formato circular. E ainda, eles adotam
uma estratégia de segmentacao baseada nos algoritmos Watershed e Otsu para detectar
o nucleo individual de cada retangulo.

Em relacao ao trabalho de (COPPEY et al., 2008), é proposto um conjunto de métodos
para a quantificacdo de gradientes nucleares em imagens de embrides de Drosophila na
secao sagital. Na metodologia, o perimetro do embriao ¢é identificado e, em seguida,
a média de intensidades é calculada através de uma linha normal ao limite, até que o
sinal caia para duas vezes o valor do fundo. Isso foi feito para 1000 pontos uniformemente
espagados em torno do perimetro do embrido (vide Fig. 9). Na sequéncia, sdo quantificados
os gradientes nucleares, gerando o perfil ao longo do comprimento do arco. O tamanho da
janela média deve ser maior que a distancia internuclear, mas menor que o comprimento
do decaimento do gradiente. E assim, o gradiente nuclear pode ser ajustado a uma funcao
linear do gradiente citoplasmatico.

Os autores estenderam o esquema anterior para quantificar ao mesmo tempo os gra-
dientes nuclear e citoplasmatico. Com base no sinal GFP, a mascara nuclear binaria é
construfda. E importante dizer que a quantificacio dos gradientes nucleares foi feita nos
embrioes do ciclo 13, pois neste estagio os nicleos estao claramente separados e o gradi-
ente nuclear resultante é uma fun¢ao espacialmente modulada, que é zero entre os nicleos.
Essa estratégia nao é capaz de detectar as regioes citoplasmaticas isoladamente. Além

disso, nao envolve imagens do plano transveso.
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Figura 9 — Etapas na geragao da méscara bindria (b) correspondente a regiao nuclear. As
linhas amarelas (a) tragam os intervalos definidos pela regra sobre os quais a
concentragao é integrada. Figura adaptada de (COPPEY et al., 2008).
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CAPITULO

Metodologia computacional proposta

Neste capitulo ¢é descrito a metodologia computacional proposta para processar e ana-
lisar imagens a fim de caracterizar a morfologia e os padroes de expressao génica em

embrioes da Drosophila melanogaster.

4.1 Visao Geral

A Drosophila melanogaster tem sido extensivamente usada como um organismo mo-
delo para estudar investigagoes bioldgicas diversas, tal como apresentado na Se¢ao 2.1.
Nesse contexto, bidlogos frequentemente precisam conhecer o conjunto de genes expres-
sos no embriao em desenvolvimento, isto é, necessitam analisar os padroes de expressao
génica. No entanto, mesmo apos décadas de pesquisa ainda nao é possivel encontrar uma
proposta computacional capaz de tratar as diferentes caracteristicas desse tipo imagem
(e.g., orientagdo, tamanho, dire¢do, posicao e alinhamento dos embrides). As propostas
encontradas normalmente oferecem solugoes para um cenério especifico. A fim de preen-
cher esta lacuna, é proposta nesta tese uma metodologia computacional mais genérica,
isto é, que oferece uma solugao que engloba um espectro maior de imagens e analises.

Nesse contexto, a metodologia proposta constitui-se de seis médulos computacionais
desenvolvidos a partir de técnicas de PDI para o processamento e analise de imagens con-
focais e nao-confocais de embrioes da Drosophila melanogaster. Os mddulos podem ser
aplicados sequencialmente ou individualmente, e ainda, em diferentes combinac¢ées com
outros métodos computacionais disponiveis na literatura. A saber, citam-se: (1) Isola-
mento, (2) Padronizacao, (3) Segmentacgao, (4) Representacao dos dados nucleares, (5) Re-
presentacao dos dados do citoplasma e (6) Quantificagdo dos dados.

Alguns dos médulos representam solugoes inovadoras, enquanto outros correspondem
a estratégias desenvolvidas tanto durante o desenvolvimento da presente tese quanto em
trabalhos anteriores. Propoe-se um conjunto de moédulos que contemplam tarefas que
vao desde a identificacdo do tipo de embrido até a extracdo de caracteristicas e analise

biolégica dos dados. Abordagens com essa amplitude, até entdo, nao foram encontradas
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na literatura. As técnicas e a sequéncia de passos adotada em cada moédulo mostrou-se
util e necessaria para manter o carater genérico a todos os tipos de imagens. Nas secoes

seguintes e na Fig. 10 sdo apresentados os médulos definidos na metodologia proposta.

ISOLAMENTO DO EP SEGMENTACAO NUCLEAR

N 0

Figura 10 — Estrutura da metodologia computacional proposta. Cada retangulo destaca
um moédulo da metodologia. Cada mdédulo engloba um conjunto de métodos
computacionais, desenvolvidos a partir de técnicas e algoritmos de PDI. Eles
podem ser aplicados na sequéncia em destaque ou isoladamente, conforme a
necessidade. (EP) Embridao Principal.

4.2 Meétodos

Nas se¢oes seguintes (4.3 a 4.8) cada médulo da metodologia computacional proposta
é descrito detalhadamente. Todos os métodos inclusos nesta tese foram desenvolvidos em
MATLAB (The Math Works, Natick, MA). O MATLAB ¢é uma linguagem de alto nivel
que possui um ambiente interativo amigavel para computacao numérica, visualizagao e
programacao. As fungoes e bibliotecas integradas no MATLAB permitem ao usuario ex-
plorar varios problemas e encontrar solugoes mais rapidamente. Ele pode ser usado para
uma ampla gama de aplicagoes, incluindo processamento de imagens e biologia compu-
tacional. O seu toolboz de processamento de imagem fornece um conjunto de algoritmos
e ferramentas graficas para o processamento, andlise, visualizacao e desenvolvimento de

métodos automaticos.
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4.3 Moébdulo 1 - Isolamento do embriao principal

As imagens obtidas por microscopia geralmente apresentam multiplos embrides em
cada amostra, sendo o embriao de interesse normalmente localizado no centro da ima-
gem (PAN et al., 2006). Além disso, podem ser encontrados artefatos ou partes in-
completas de embrides que devem ser eliminados. Assim, antes de comecar a analise
computacional de uma imagem de Drosophila é fundamental a identificacao do embriao
principal. Nesse sentido, é possivel encontrar diferentes técnicas propostas na literatura
para a localizagdo do embrido principal em imagens de Drosophila (GARGESHA et al.,
2005; PENG; MYERS, 2004; PAN et al., 2006; LI; GONG, 2017). No médulo apresen-
tado propoe-se uma sequéncia de passos que visa criar a mascara binaria dos embrides
ou partes dos embrido presentes na imagem analisada e em seguida identificar o embriao
principal, tal como descrito em (POUSTELNIKOVA et al., 2004). Os pardametros usados
nesses passos sao adaptados de acordo com o tipo de imagem em analise.

Primeiramente realiza-se uma binarizacdo na imagem original, a fim de obter o resul-
tado inicial da méscara do embridao. Uma sequéncia de operagoes tipicas de PDI é capaz
de gerar o resultado esperado. A sequéncia inclui os seguintes passos (a) binarizacao,
(b) filtragem por mediana, (c) dilatacao, (d) preenchimento e (e) operagao fechamento.
O passo (a) é realizado por meio de um algoritmo de limiarizagdo simples. Um limiar
definido por Otsu ¢é capaz de binarizar a imagem conservando o maior niimero de pixels
relativos ao embrido. Em imagens da se¢ao sagital/transversa, o resultado da binarizagao
¢ um aglomerado de nucleos celulares. A saida do passo anterior é posteriormente tratado
com filtragem por mediana, a fim de remover pixels aleatérios remanescentes no contorno
do embrido. Nesse caso, a imagem bindria (anteriormente obtida) é convoluida usando
uma mascara de dimensoes 3 x 3. Apds isso, aplica-se o passo (¢). A operacao dilatagao
é aplicada buscando unificar todos os componentes obtidos da limiarizacao. Essa tarefa
é realizada iterativamente e incrementalmente (o nimero de operagoes varia de acordo
com o tipo de imagem), usando para isso um elemento estruturante do tipo “quadrado”
e tamanho 3 x 3. Entretanto, somente esses passos nao sao suficientes para gerar a mas-
cara completa do embrido. Sendo assim, posteriormente aplica-se dois passos finais, (d)
e (e), que visam respectivamente, preencher as lacunas que permanecem abertas apos a
dilatacao e suavizar a borda do embriao.

Apbs a correta identificacao dos embrioes na imagem, para isolar o embridao principal
aplica-se a transformada de distancia (ROSENFELD; PFALTZ, 1968). O resultado dessa
operacao ¢ o mapa de distancias, isto ¢, uma imagem semelhante a original, em que os
niveis de cinza dentro dos objetos sdo alterados para identificar a menor distancia de cada
ponto ao contorno (perimetro) da forma. O objetivo principal é utilizar esse resultado para
definir um marcador que seja capaz de identificar somente o embriao principal das imagens
(Fig. 11). Para definir o marcador, o mapa de distancias é filtrado para exibir somente

os pixels localizados a uma distancia (D) menor que 150 (valor definido empiricamente).
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(a) (b) (c) (d)
‘

Figura 11 — Configuracao de marcador para isolar o embrido principal das imagens de
Drosophila. (a)—(d) Marcadores obtidos a partir de diferentes valores defi-
nidos em D. Em (d) é possivel visualizar um marcador obtido a partir de
D = 150, o qual é 1til para marcar apenas o embriao principal.

Apoés isso, aplica-se a operagao morfolégica Reconstrucao (GONZALEZ; WOODS,
2010), em que ¢é executada dilatagoes recursivas na imagem marcador (usando um ele-
mento estruturante (ES) “quadrado”, tamanho 3), até que seu contorno preencha com-
pletamente a regiao do embrido principal. De modo simplificado, a regidao do marcador
cresce até a area especifica delimitada pela imagem do embridao previamente binarizada.

Na Fig. 12 sao ilustradas as etapas do processo descrito.

4.4 Mobdulo 2 - Padronizacao dos embrioes

A padronizacao das imagens de embrides da Drosophila é crucial para o sucesso dos
resultados de andlise biolégica (YUAN et al., 2013). Até o momento, as propostas com-
putacionais desenvolvidas sao robustas para os tipos de variagdbes mais comuns, como
tamanho e condigoes de iluminagdo (KUMAR et al., 2002; YE et al., 2008). Entretanto,
as principais inconsisténcias encontradas na literatura resultam das propriedades relati-
vas ao eixo anatdmico dos embrides, como orientagao e diregao (MACE et al., 2010).
Essa questao ainda permanece um desafio pois as solucoes propostas na literatura geral-
mente sdo abordagens semi-supervisionados (KONIKOFF et al., 2012), que nao garantem
robustez e eficiacia nos resultados. Além dessas, existem as técnicas supervisionadas que
requerem a configuragdo de muitos parametros, os quais sao obtidos por meio de processos
tediosos e custosos (GARGESHA et al., 2005). Outros trabalhos apresentam algoritmos
que nao requerem supervisao humana, porém que baseiam-se em heuristicas que restrin-
gem o seu espectro de aplicagdo. Esse é caso, por exemplo, da proposta descrita por
(PUNIYANT; XING, 2013), em que é apresentado um método para a detec¢ao da orienta-
¢ao dos embrides de Drosophila a partir da ideia de que imagens relativas ao mesmo gene
e no mesmo estagio de desenvolvimento apresentam padroes de expressao semelhantes.

Em virtude do cenario descrito, foi proposto o Embrystandar como primeiro método
computacional capaz de ajustar as propriedades Orientagao e Dire¢ao dos embrides de

Drosophila. Baseado em uma sequéncia de operacoes automaticas, Embrystandar converte
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(a) (b)

(1) Binarizagdo

e

(2) Operagdes
morfoldgicas

(3) Transformada
de distancia (TD)

(4) Marcador

(e)

(5)

Reconstrugao

Figura 12 — Etapas para detec¢ao do embriao principal. Este exemplo ilustra a aplicacao
do método em uma imagem de embridao da segao sagital. (a) Imagem original
com artefatos em torno do embrido principal. (b) Resultado da binarizagao.
(c) Méascara binaria suavizada apds remocao de detalhes espurios e aplicagao
da operagao preenchimento. (d) Resultado da Transformada Disténcia, que
posteriormente é processada para definir o marcador. (e) Marcador. (f)
Maéscara obtida apdés operagao reconstrucao a partir da dilatagao restrita,
resultando na deteccao do embriao principal.

os embrides de Drosophila para uma posi¢ao padrao, adequada para o processamento e
analise em larga escala.

Em resumo, o método possui trés estagios principais: (i) ajuste das propriedades Ori-
entagao e Direcao, (ii) definigao dos eixos e setores do embrido e (iii) rotagao, espelhamento

e corte.
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4.4.1 Direcao e orientacao

A direcao refere-se ao posicionamento do embriao durante o processo de aquisicao da
imagem, e ela pode ser horizontal, vertical e diagonal (em diferentes rotagoes). A orien-
tagao refere-se ao sentido dos eixos, e esta pode ser anterior—posterior (AP) ou posterior—
anterior (PA), e dorsal-ventral (DV) ou ventral-dorsal (VD). Na Fig. 13 sdo ilustrados

embrides de Drosophila em orientacoes e diregoes diferentes.

Figura 13 — Exemplo de diferentes imagens em que é possivel observar as variacoes de
direcao e orientacao dos embrides capturados.

A padronizacao das propriedades Direcao e Orientacao é essencial para o sucesso da
maioria dos procedimentos automaticos. Além disso, muitas andlises biologicas, como
anotacao automatica dos estagios de desenvolvimento dos embrioes, s6 sao significativas
com a utilizacao dos dados uniformizados (YUAN et al., 2013). Nesse contexto, o objetivo
geral do Embrystandar é alinhar os embrides de Drosophila ao longo do mesmo eixo
anatomico. O alinhamento adotado como padrao é dire¢do horizontal e orientacio AP
e DV (KUMAR et al., 2002; JANSSENS et al., 2005). Em conformidade, o método
visa garantir que a extremidade anterior (cabega do embriao) seja voltada para o lado
esquerdo e a extremidade posterior (cauda do embriao) seja voltada para a direita. E
ainda, que a regiao dorsal esteja na parte superior (topo) do embrido e a regiao ventral na
parte inferior (base). Essa premissa garante a padronizacao dos embrides de Drosophila,
e consequentemente, colabora para a uniformizacao dos repositorios de dados.

Embrystandar ajusta as propriedades Direcao e Orientacao com base na analise auto-
mética da forma dos embrides de Drosophila. Primeiro, o método define os eixos (maior
e menor) da elipse ajustado ao embrido e os quatro setores (ilustrado na Fig. 14): AD
(anterior-dorsal), AV (anterior-ventral), PD (posterior-dorsal) e PV (posterior-ventral).
Em processamento digital de imagens, o Andlise de componentes principais (Principal
Component Analysis) (PCA) é frequentemente usado para determinar o eixo principal
(maior), definido como a linha que passa pelo centroide do objeto de interesse e se es-
tende até seus limites anterior e posterior. Entretanto, devido a geometria dos embrides
de Drosophila (semelhante a uma elipsoide com os lados dorsal e ventral assimétricos (HE
et al., 2010)), o eixo principal foi definido como a maior linha horizontal que pode ser

tracada entre dois pontos do contorno do embridao — essa linha é assumida como o eixo
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AP. De modo semelhante, o eixo secundario (menor) é definido como a linha perpen-
dicular que passa pelo centro do eixo principal do embridao e se estende até as bordas
das regices dorsal e ventral, definindo o eixo DV. A determinagao dos eixos (principal e
secundério) possibilita identificar os quatros setores (AD, PD, AV, PV) nos embrides, tal

como ilustrado na Fig. 14.
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Figura 14 — Eixos e setores em um embridao de Drosophila. O eixo AP é definido como a
maior linha horizontal que pode ser desenhada entre dois pontos do contorno
do embrido (linha horizontal AP). O eixo DV é definido como a linha vertical
perpendicular ao eixo AP tracado entre os pontos D e V. A extremidade
anterior ¢ definida pelos setores anterior dorsal (AD) e anterior ventral (AV).
A extremidade posterior é composta pelos setores posterior dorsal (PD) e
posterior ventral (PV). CP(z.,y.) é o ponto central, BP,(x1,y1) e BPs(x2,ys)
sao os dois pontos de borda usados para definir a corda. Neste exemplo Ch; é
menor que Chy, entao C'hy define o lado dorsal, ao passo que C'hy define o lado
ventral. Imagem de embrido obtida da base de dados BDGP (TOMANCAK
et al., 2002).

4.4.2 Eixos e setores do embriao

Apébs a etapa anterior, o proximo passo é caracterizar a posi¢do dos eixos e setores
do embriao de Drosophila. Observando, por exemplo, se a extremidade anterior e o lado
dorsal do embriao coincidem com a posicao definida como padrao. Este estagio é realizado

com base em duas regras relativas a morfologia dos embrioes:
1 O lado dorsal do embriao é menos curvo que o lado ventral.
d A extremidade anterior do embriao é mais estreita que a extremidade posterior.

Para caracterizar as regides do embriao (ANTERIOR, POSTERIOR, DORSAL e
VENTRAL) o método utiliza duas propriedades: excentricidade (F) e corda (Ch). A

excentricidade é a medida de circularidade da elipse e pode ser calculada pela Eq. 1,

fiE .
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em que a determina o semi-eixo maior e b o semi-eixo menor do contorno da elipse definida
sobre a regiao de interesse. A excentricidade varia entre 0 e 1. Valores mais préximos de 0
(zero) indicam formas mais circulares, ao passo que, valores proximos de 1 (um) supoem
formas mais achatadas (WEISSTEIN, 2020b).

A excentricidade é calculada separadamente em cada parte do embridao. Dois objetos
sao gerados, um com a extremidade anterior do embriao e outro com a extremidade
posterior. Entao, a excentricidade ¢é calculada em cada uma das partes. O lado com maior
valor de excentricidade é caracterizado como lado anterior. A segunda propriedade, a
corda (Ch), é calculada separadamente nas partes superior e inferior do embriao (Fig. 14),
a partir das Egs. 2 e 3, visando caracterizar as regioes como dorsal e ventral. A corda
pode ser descrita como qualquer segmento de linha que se estende de um ponto a outro

em uma figura geométrica (WEISSTEIN, 2020a), podendo ser obtida dessa forma:

Chy = /(21 — 22 + (11 — ) (2)
Chy = \/($2 —2c)? + (Y2 — Ye)*. (3)

Chy e Chy sao definidos pela distancia entre o ponto central do eixo AP (C'P(x.,y.))
e dois pontos especificos da borda: BP(x1,y1) € BPy(x,ys2), respectivamente. Esses
pontos sao definidos pela intersecao do eixo secundario com a borda do embridao. Na
Fig. 14 sao apresentados os locais onde esses pontos sao definidos no embrido.

O lado do embridao com maior C'h é caracterizado como ventral, pois corresponde a
parte de maior perimetro entre as duas regioes analisadas. Em contrapartida, o lado com

menor corda é caracterizado como dorsal.

4.4.3 Rotacao, espelhamento e corte

Apbs caracterizar os eixos e setores no embrido de Drosophila, o método verifica se
as propriedades Direcdo e Orientacao precisam ser ajustadas. O objetivo é garantir o
alinhamento do embridao a posi¢ao definida como padrao, isto é, direcao horizontal, lado
anterior para a esquerda e regiao dorsal para o topo (KONIKOFF et al., 2012). Quando
for necessario ajustar a direcao e orientagao do embrido, um esquema de trés passos €
adotado: (1) rotagao; (2) espelhamento anterior-posterior; e (3) espelhamento dorsal-
ventral.

No primeiro passo, ilustrado na Fig. 15(a-c), é usada uma fungao de rotacao para
alinhar o embriao na direcao horizontal, isso requer trés parametros de entrada: o embriao
em analise, o angulo de rotacao e o método de interpolacdo. O angulo de rotagao é um
escalar que especifica 0 menor angulo entre o eixo x (eixo horizontal em um sistema de
coordenadas retangulares) e o eixo principal do embrido. O angulo varia de -90 a 90

graus. O embriao é girado no sentido anti-horario. O método de interpolacao usado para
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a rotagao do embriao é o “vizinho mais proximo”, que usa o valor do pixel mais préximo
para atribuir o valor do pixel de saida. Ele foi utilizado por ser um dos métodos de
interpolagao mais simples e rapidos (HAN, 2013).

A funcao de rotacao apenas alinha o embriao horizontalmente, ela nao garante a orien-
tacao correta do eixo. Se necessario, uma segunda operacao, baseada na excentricidade,
é adotada. Isto é, ap6s alinhar o embrido na dire¢do horizontal (AP), os valores de
excentricidade nas partes anterior e posterior do embriao sao avaliados, e caso nao repre-
sentem a posigao padrao (AP) um espelhamento horizontal é aplicado, como mostrado na
Fig. 15(d-e). No terceiro passo, a propriedade corda é utilizada para verificar a posi¢ao
dos lados ventral e dorsal. De modo semelhante, quando a orientagao vertical do embriao
nao coincide com a padrao, um espelhamento ¢é realizado, garantindo que o lado dorsal
do embriao fique voltado para o topo (Fig. 15(f-h)).

Por fim, apés a padronizacao do embrido de Drosophila, um recorte é realizado na
imagem. O recorte é feito com base em um retangulo que delimita uma regiao minima da
imagem, de tal modo que comporta todos os pixels do embrido principal. Um esquema

resumido do Embrystandar é detalhado a seguir.

1. O embriao é rotacionado para se alinhar ao eixo x.

2. A orientagao do eixo AP é definida pela propriedade excentricidade (F), calculada
em cada extremidade do embrido. A metade do embriao com a maior excentricidade
define a regiao anterior do embrido. Se necessario, o embrido é espelhado (invertido)

horizontalmente.

3. A orientagao do eixo DV é definida pela propriedade corda, calculada em cada lado

do embrido. Se necessario, o embriao é invertido verticalmente.

4. Recorte da imagem.

4.5 Mobdulo 3 - Segmentacao dos nucleos

Na metodologia proposta, a tarefa de segmentacao possui dois objetivos: (a) identi-
ficagdo dos embrices de Drosophila e (b) detecgao dos niicleos celulares. O resultado da
tarefa (a) é a mascara do embrido e o da tarefa (b) é a mascara nuclear. Para a tarefa
(a) pode-se adotar a solugao apresentada no Médulo 1. Por outro lado, tarefa (b) requer
técnicas mais sofisticadas, pois envolve uma tarefa mais complexa.

O objetivo da mascara nuclear é obter a forma individual dos niicleos celulares, im-
portante caracteristica fenotipica, frequentemente usada em estudos bioldgicos sobre soci-
ologia celular e processos intracelulares (MEIJERING, 2012). Essa imagem é primordial
para a realizacao de varias andlises bioldgicas, tais como, quantificagdo do nivel de expres-

sao génica (PAN et al., 2006), andalise da dindmica de formacao dos padroes de expressao



Capitulo 4. Metodologia computacional proposta 58

(a) Imagem original (b) Rotacao horizontal

Side A Side B

Eccentricity Eccentricity

(¢) Orientation horizontal antes do
calculo da Excentricidade (d) Calculo da Excentricidade

(e) Orientagao horizontal orientation
apés o calculo da Excentricidade (f) Célculo da Corda

(g) Orientacao vertical apds o célculo
da Corda (h) Embriao padronizado

Figura 15 — Esquema de padronizagdo do embriao de Drosophila. (a-c¢) Alinhamento do
embrido em relagao ao eixo . (d-e¢) Padronizagao da orientagao horizontal do
embrido. (f-g) A medida corda é usada para padronizar a orientacao vertical.
(h) A saida esperada é um embrido com o lado anterior a esquerda e a regiao
dorsal para cima.
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génica (POUSTELNIKOVA et al., 2004), anélise das redes de regulagao génica (FOWL-
KES et al., 2008), comparacao dos padroes de expressao génica (KUMAR et al., 2002),
entre outros.

Os ntucleos celulares dos embrioes de Drosophila podem ser identificados a partir das
imagens de superficie e das secoes sagital e transversa. Como essas imagens sao morfolo-
gicamente distintas, sdo propostos dois métodos de segmentacao diferentes para a geracao
da méscara binaria nuclear. Para cada caso, sao discutidas técnicas de pré-processamento

e os métodos de segmentacao adotados.

4.5.1 Secoes Sagital e Transversa

Antes da segmentacao é feito um pré-processamento de imagens confocais obtidas nas
secoes sagital e transversa. Como descrito na Secao 2.4, nesse tipo de imagem os nucleos
sao visualizados lateralmente e ocorre maior presenca de ruidos nas ilhas citoplasmaticas.
Além disso, o baixo contraste entre os niicleos celulares e a iluminagao irregular das ima-
gens prejudicam os resultados de etapas posteriores. Sendo assim, o método aborda trés
passos bdsicos, sendo: (a) filtragem Gaussiana, (b) realce linear e (c) filtragem morfolo-
gica. A escolha dessas técnicas baseou-se em trabalhos anteriores (SOUSA et al., 2013).
No préximo paragrafo sao descritos os parametros usados por essas técnicas. Esses para-
metros foram definidos de forma empirica.

A filtragem Gaussiana corretamente ajustada é capaz de suavizar o ruido, e ainda,
conservar os contornos dos nicleos celulares. Usualmente, o tamanho da méascara depende
do tamanho dos objetos em estudo. Para o caso em questdo, definiu-se um filtro de
tamanho 5 x 5, desvio padrao igual a 2 e valores da mascara determinados pela funcao
Gaussiana discreta (GONZALEZ; WOODS, 2010). Sao selecionadas para o passo (b) as
imagens suavizadas pela filtragem Gaussiana. Esse passo envolve a aplicacao da técnica
realce linear, que por meio da fun¢ao de mapeamento linear realca sobretudo a regiao do
citoplasma circundante aos nicleos celulares (FILHO; NETO, 1999). O valor ajustado
para o brilho é inicializado com b = —10. No passo (c) aplica-se a filtragem morfoldgica,
a fim de ajustar o contraste e realcar as regides de interesse da imagem. Nesse caso,
o operador abordado é o Tophat, com elemento estruturante no formato “disco” e raio
de tamanho 15. Em geral, essa técnica permite destacar as regides de picos (nticleos) e
isolar as regides de minimo local (ilhas citoplasméticas). Casos especificos de imagens
sagitais com dificil identificacao das formas nucleares — decorrente de maior variabilidade
na distribuicao de intensidade dos pixels — é aplicada uma funcdo de suavizagdo por
spline (GARCIA, 2010b; GARCIA, 2010a) com pardmetro de suavizagdo S = 5. Em
tal caso, um escalar positivo pode ser subtraido da saida da suavizacao para remover os
pixels arbitrarios de baixa intensidade que permanecem na regiao circundante aos nucleos

celulares.
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Apo6s o pré-processamento, € feita a segmentacao da secao sagital e transversa. A
abordagem em questao é dividida em dois passos principais, sendo (a) binarizacdo da
imagem e (b) p6s-processamento (SOUSA et al., 2013). A etapa (a) consiste em segmentar
os nucleos celulares identificados da imagem original do embriao utilizando o algoritmo de
Otsu. Entretanto, tem-se como resultado uma parcela de nicleos agregados (mesclados),

tal como pode ser visto na Fig. 16 pelos niicleos destacados na cor amarelo.
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Figura 16 — Resultado qualitativo da aplicagdo do método de segmentagao proposto para
imagens das segoes sagital e transversa. (a) Embrido de Drosophila na se-
cao sagital obtida por microscopia confocal. (b) Resultados da binarizagao
Otsu. Os ntcleos mesclados (permanecem agrupados apds a binarizacao)
sao identificados em amarelo, enquanto os nucleos corretamente segmentados
sao exibidos na cor azul ciano. (c) Resultado obtido apds a aplicacao da
metodologia proposta.

Visando contornar esse problema, aplica-se um pés-processamento. A ideia principal
dessa etapa consiste em estimar a curvatura suavizada para todo componente binario com
dois ou mais ntcleos mesclados e, a partir disso, detectar pontos extremos de minimos
locais, isto €, regioes candidatas a separacao dos nicleos. Para isso, a estratégia baseia-se
na analise de curvatura dos objetos binarizados. Resumidamente a abordagem envolve os

seguintes passos:
1. Extracao do contorno paramétrico;
2. Célculo da curvatura;
3. Suavizacao da curvatura obtida;
4. Localizacao dos pontos extremos de minimos locais;
5. Definicao dos pares de pontos correspondentes;

6. Operacao linear para separagao dos nicleos agregados.
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No primeiro passo obtém-se o contorno paramétrico para cada componente conexo de
nucleos agregados, de maneira parametrizada ou ordenada, na forma C(t) = (x(t),y(t)).
A estimacao da curvatura suavizada é realizada para todo componente conexo com dois ou
mais nicleos agregados. Apds isso, busca-se pelos pontos de minimos locais (ou minimos
relativos), os quais caracterizaram-se por determinar posigoes candidatas a divisoes dos
componentes agregados. Na Fig. 17 sdo ilustrados seis desses pontos (P1 a P6). A ideia
consiste em tracar segmentos de linha entre pares de minimos locais correspondentes,
formando assim fronteiras de divisdo entre os niicleos mesclados. A correspondéncia entre
pontos de minimos opostos é definido com base na andlise do dngulo formado entre (a)
vetor normal do ponto atual (por exemplo, 771 na Fig. 17) em relacdo aos (b) vetores entre
pontos (por exemplo, V—pZ), os quais sao definidos considerando a diferenca entre o ponto
atual e os pontos opostos. O menor dngulo 6; formado entre os vetores (a) e (b), de cada
ponto contido no lado escolhido, define os pares correspondentes.

Por fim, apds estabelecer a correspondéncia entre os minimos relativos procede-se a
separacao dos componentes agregados. Os pares de pontos correspondentes sao unidos
através de segmentos de retas tracados na imagem. Isto é, os pixels sobre o segmento sao
ajustados para zero, gerando uma fronteira de divisao entre os niicleos. Esse procedimento

é repetido para todos os pontos localizados no mesmo lado do primeiro minimo analisado.
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Figura 17 — Correspondéncia entre os pontos de minimos locais. Os pontos P; a Py re-
presentam os minimos locais da curvatura k(t). Os valores d; a ds definem a
distancia entre os pontos opostos. O grafico na parte inferior a direita exibe
a fungao de curvatura k(t) do contorno analisado, em que sao destacados os
respectivos minimos locais. Aqui Py ¢ identificado como o ponto correspon-
dente a P;, tendo em vista que o menor 6; encontra-se entre o vetor V,, do
ponto P; e o Vp;. Figura obtida de (SOUSA et al., 2013).
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Na Fig. 16 ¢ ilustrado um resultado da aplicacdo do método de segmentacao descrito.
A primeira coluna exemplifica imagens de embrioes relativas a se¢ao sagital. A segunda
coluna enfatiza o resultado da primeira etapa do método, isto é, binarizacao Otsu. E por
fim, a terceira coluna destaca resultados obtidos apods a aplicagdo da metodologia proposta.
A precisao da segmentacao nuclear é avaliada a partir de um conjunto de imagens de
referéncias marcado manualmente. Maiores detalhes sobre o médulo em questao pode ser
encontrado em (SOUSA et al., 2013).

4.5.2 Imagens da Superficie

Imagens de embrioes da Drosophila obtidas da superficie sao mais comuns de serem
encontradas na literatura. O pré-processamento desenvolvido para esse tipo de imagem
baseia-se na aplicacao de técnicas tradicionais da literatura de PDI. A sequéncia proposta
aborda quatro passos bésicos, sendo que os trés primeiros (a—c) sdo 0s mesmos passos
descritos no caso de imagens da se¢ao sagital (Sec. 4.5.1), e um passo final (d) em que
¢é aplicada uma filtragem por mediana. Esse tltimo passo adicional torna-se necessario
no plano frontal considerando que a ocorréncia de pixels aleatorios de alta frequéncia
(aqui considerados como ruido) dentro dos nicleos celulares e nas regides do citoplasma
¢ maior nesse tipo de imagem. Esse ruido caracteriza-se por um padrdao ou textura
granulada aleatéria, de modo que impede a visualizacao de pequenos detalhes na imagem,
e ainda prejudica a qualidade dos resultados de etapas posteriores (e.g., segmentagao). A
filtragem por mediana foi a estratégia para suavizar as regioes que permanecem ruidosas
apos os passos anteriores e, ao mesmo tempo, preservar as bordas dos ntcleos celulares.
A aplicagao desse conjunto de técnicas torna as imagens de embrioes mais apropriadas
para as etapas posteriores.

O método de segmentacgao usado para a imagem de superficie é voltado exclusivamente
para imagens confocais (devido a resolugdo e marcagao, as imagens Opticas usadas neste
trabalho nao permitem identificar os nicleos separadamente). Essas imagens exibem os
nucleos celulares distribuidos ao longo do embriao e concentrados em uma regiao eliptica.
As caracteristicas geométricas e anatomicas dos nicleos sao relativamente parecidas, uma
vez que eles sao capturados da superficie do embridao. Basicamente, a abordagem usada
baseia-se na proposta de (POUSTELNIKOVA et al., 2004) que utiliza as estratégias (a)
segmentagao por regiao e (b) deteccao de bordas. Ambas sdo aplicadas no resultado de
um pré-processamento descrito no paragrafo anterior.

A sequéncia adota inicialmente a técnica de segmentacao Watershed controlada por
marcadores. Outras técnicas também foram testadas. No entanto, no caso de imagens
nucleares essa técnica é a mais eficiente para contornar as configuragoes de complexos aglo-
merados (clusters) bindrios normalmente gerados pelo processo de segmentagao (SKOBEL
et al., 2019). Como o operador Watershed detecta picos de alta intensidade, e como os

nucleos nas imagens apresentam baixa intensidade, primeiramente gera-se o negativo da
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imagem pré-processada. O préximo passo consiste basicamente em duas etapas, (i) se-
lecionar os marcadores para os objetos de interesse e (ii) modificar o inverso da imagem
original a partir da imposi¢do dos marcadores. Em ambos os casos sao utilizadas as fun-
¢oes imextendedmin e imimposemin do MATLAB. A primeira fungao detecta na imagem
de entrada os vales de intensidade mais profundos que um limiar global (obtido a partir
método de Otsu), enquanto a fungao imimposemin modifica a imagem para conter apenas
os vales encontrados pela funcao imeztendedmin. Em suma, elas buscam, respectivamente,
criar vales maiores entre os ntucleos e impor os minimos locais do operador Watershed na
regiao dos marcadores. Essa sequéncia, apesar de apropriada, ndo mostrou-se suficiente
para detectar individualmente todos os nicleos celulares dispostos no embriao de Dro-
sophila.

Posto isso, 0 método aborda um passo final (b), isto é, detecgdo dos contornos nucle-
ares. O objetivo aqui é aproveitar o resultado do Watershed (passo (a)) para gerar uma
imagem em que os ntcleos celulares sejam mais definidos (destacados), e com isso, detec-
tados de forma eficaz. O procedimento utilizado para enfatizar as regides dos niicleos foi
multiplicar a imagem do embriao previamente tratada (pelo médulo Pré-processamento)
pela saida da técnica Watershed. O resultado do Watershed é antes erodido pelo ope-
rador morfologico Erosao (em que é utilizado um Elemento estruturante (ES) do tipo
“quadrado” e dimensdo 3 x 3). Consecutivamente, a saida dessa multiplicagdo é entao
suavizada utilizando a filtragem por mediana (de dimensao 5 x 5), a fim de eliminar de-
talhes espurios remanescentes. Enfim, o passo (b) é realizado a partir da aplica¢ao do
filtro de bordas Shen-Castan. Esse filtro aplicado com os parametros (A1=0.5, A2=0.7,
ME;, =1, MA; = 12, JAN=11, SEG=10) mostrou-se capaz de encontrar, com maior
precisao, os pixels de borda relativos aos niicleos celulares. Maiores detalhes sobre o de-
tector de bordas Shen-Castan, bem como, sobre os respectivos parametros, podem ser
encontrados em (SHEN J.; CASTAN;, 1992).

4.6 Mobdulo 4 - Representacao dos dados nucleares

A representacdo mais comum de imagens 2D de embrides da Drosophila é a sua forma
original, isto é, o embriao organizado em uma configuragao eliptica ao longo dos eixos
antero-posterior e dorso-ventral. Esse é o caso principalmente de imagens obtidas da su-
perficie dos embrioes. Em geral, as propostas encontradas buscam padronizar as imagens
de embrides da Drosophila quanto ao alinhamento ou tamanho dos embrices (KUMAR
et al., 2002), conforme descrito na Secao 4.4. No entanto, muitas vezes essa tarefa nao é
suficiente para que as analises biologicas subsequentes sejam realizadas de forma rapida e
eficiente, haja visto o nimero de imagens atualmente manipuladas pelos bancos de dados
disponiveis (JI et al., 2008). Portanto, torna-se importante o desenvolvimento de solugoes

computacionais capazes de otimizar a analise visual e computacional desses dados.
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4.6.1 Visao linear dos nucleos celulares

O modulo em questao propoe uma nova forma de representagao e visualizagao dos
nucleos celulares contidos em imagens de embrides da Drosophila coletados das secoes
sagital e transverso. Trata-se da disposicao dos niicleos celulares de uma forma linear,
criando faixas horizontais. Para isso, foi utilizado o método inicialmente apresentado
em (SOUSA; LOPES; TRAVENCOLO, 2014), que é capaz de organizar os ntcleos lado a
lado, ao longo da direcao horizontal, tal como se o embriao fosse “aberto”. Essa aborda-
gem fornece uma maneira simples e eficiente de visualizacao e extracao de caracteristicas
dos padroes de expressao génica. Isto porque, na nova configuracao, cada imagem é re-
presentada em uma linha, facilitando a identificagao de padroes sobrepostos ou similares.
A abordagem proposta também facilita a comparacao visual de varios embrioes com di-
ferentes padroes de expressao nos estagios de desenvolvimento, sendo muito 1til para a
avaliacao das interacOes entre genes. As etapas principais do médulo sdo descritas nos

proximos paragrafos.

4.6.1.1 Ordem nuclear

A ordem dos ntcleos celulares na nova configuracao linear deve ser a mesma esta-
belecida na imagem original do embrido. Assim, o primeiro passo é identificar a ordem
em que cada componente aparece na imagem segmentada. Esta tarefa é executada por
meio da rotulagdo de componentes conexos, de forma que cada ntcleo na imagem segmen-
tada receba um réotulo. A funcgao rotula os componentes a partir das colunas da imagem.
Qualquer objeto que aparega primeiro com base em uma coluna, da ordem de varredura
de cima para baixo, recebe o rétulo 1 (um); e assim consecutivamente. Dessa forma, o
algoritmo de rotulacao nao é capaz de exibir uma imagem em que a rotulagao dos nicleos

siga uma ordem sequencial de vizinhanca entre eles.

4.6.1.2 Vizinhanca entre os ntcleos

Para corrigir a questao anterior, primeiramente procura-se a vizinhanga original de
cada nucleo a fim de posteriormente atribuir diferentes rétulos. Para realizar essa tarefa,
utilizou-se uma combinacao das técnicas diagramas de Voronoi e triangulacao de Delau-
nay (AMENTA; BERN; KAMVYSSELIS, 1998). O centroide de cada nicleo foi passado
como entrada para a triangulacdo de Delaunay que, a partir dessas informagoes, gera a
relacao de vizinhanca entre os pontos. A combinacao foi baseada na aplicacao de um filtro
as bordas geradas pela Triangulacao de Delaunay. A filtragem permitiu isolar a superficie
externa da combinacdo. A partir disso, tornou-se possivel inferir a vizinhanca de cada

nicleo contido nos embrioes de Drosophila.
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4.6.1.3 Rotulando os nucleos celulares

A saida do passo anterior é uma matriz em que cada linha representa o rétulo de
um nucleo celular e seu respectivo par de niicleos vizinhos. Usando esse resultado, cada
nicleo pode ser novamente rotulado, obedecendo agora uma ordem sequencial, de forma

que nucleos vizinhos recebam rétulos sequenciais.

4.6.1.4 Definindo o ponto central

Para padronizar o alinhamento e distribuicao dos nticleos celulares, é necessario definir
um ponto central (CP - central point). Isto é, o primeiro niicleo a partir do qual o
reposicionamento dos componentes é realizado e o embridao é “aberto”. Para isso, foi
encontrada a maior linha horizontal que pode ser desenhada entre dois pontos do contorno
do embrido. Essa linha se ajusta ao longo do eixo AP dos embrides. E a partir disso,
determinou-se como Ponto Central (Central Point) (CP) o nicleo mais proximo do seu
inicio.

Essa abordagem é bem empregada no caso de imagens de embrides de Drosophila
relativas a secao sagital (SOUSA; LOPES; TRAVENCOLO, 2014). Porém, ela nao apre-
senta um comportamento robusto em imagens obtidas da secao transversa. Isso porque
as configuragoes geométricas dos embrides diferenciam-se conforme o plano de captura da
imagem.

Portanto, neste trabalho é proposto um algoritmo para a definicao do ponto central
em imagens relativas a secao transversa dos embrides de Drosophila. Em tal caso, a
estratégia baseia-se na deteccao da simetria da expressao génica (Fig. 18). A ideia consiste
em encontrar o objeto (nicleo) da imagem que divide o embrido em duas partes de tal
foram que essas partes possuam um perfil de expressao semelhante, caracterizando assim
um ponto de alta simetria. Como ¢é possivel encontrar mais de um ntcleo com esta
propriedade, a busca ¢ realizada considerando apenas os nicleos com maior intensidade
de expressao génica. Para calcular a simetria de reflexdo para um ntcleo i, os valores
de expressao génica dos nucleos sao organizados sequencialmente ao longo de um vetor
(C'V;) comegando no nicleo i. A partir de cada posicao, o vetor C'V; é subtraido do vetor
CVrev;. Este tultimo é o préprio vetor C'V;, porém organizado em uma ordem reversa. A
operagao de subtragao gera o vetor diferenga (DV;). A simetria S; de um nicleo é definida
como a soma absoluta de DV;. Quanto menor S;, maior a simetria, sendo 0 o maior valor

de simetria. As etapas para esta estratégia estao resumidas abaixo:

(1 Passo 1 - Encontrar os P nuicleos com os maiores valores de intensidade da expressao

génica (aqui P = 15).
1 Passo 2 - Calcular a simetria de reflexao 5; para os niicleos encontrados no Passo 1.

1 Passo 3 - Selecionar os D niicleos mais simétricos (aqui D = 5).
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([d Passo 4 - Definir o ponto central (CP — central point) como o nicleo com maior

nivel de expressao génica entre os nucleos selecionados no Passo 3.

14 T T T T T T

| —— Simetria de reflexao

— Intensidade de expressao génica
Valor maximo da intensidade

—— Valor minimo da §

Simetria de reflexao e gradiente da proteina

Centroides dos nucleos

(a) (b)

Figura 18 — Procedimento realizado para definir o ponto central (CP) com base na si-
metria de reflexdo. (a) Embrido de Drosophila na se¢ao transversa exibindo
expressao génica da proteina Dorsal. (b) Grafico com as curvas simetria
de reflexao (azul) e intensidade de expressao génica da proteina (vermelha).
Quanto menor o valor S;, maior é a simetria entre as partes resultantes. Nesse
exemplo encontrou-se o CP igual a 23, i. e., nicleo do embridao com maior
valor de expressao génica e localizado na regiao do embriao com menor valor
de S;, (aqui, 0.85).

4.6.1.5 Reposicionamento dos niicleos

Finalmente, os nicleos sao dispostos ao longo de uma faixa horizontal. A distancia
entre eles deve ser a mesma que na imagem original. Para realizar essa tarefa alguns

passos sao realizados, tal como resumidos abaixo:

d Passo 1 - Identificar cada componente/nticleo (C;) do embriao e seus respectivos

vizinhos, considerando 0 < z <= n em que n é o total de nicleos do embriao.

[ Passo 2 - Determinar o adngulo inicial («) que cada C; apresenta em rela¢do ao
eixo— X (eixo horizontal em um sistema de coordenadas retangulares). Para encon-
trar o «, foi utilizado a funcao regionprops.orientation do MATLAB. Ela especifica
um escalar em graus que varia de -90° a 90°, de tal modo que corresponde ao angulo

existente entre o eixo—X o eixo maior da elipse que se encontra centrada em cada

C;.

(d Passo 3 - Determinar o angulo de rotagao para cada C; do embrido. A partir do «
(encontrado no passo anterior) determinou-se o angulo (¢). Esse parametro é obtido

a partir das Eqgs. 4 e 5, e determina o valor de entrada para a fun¢ao rotacgao.
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sea<0,0=0¢+ 90 (4)
sea>0,0=¢—90 (5)

(d Passo 4 - Rotacionar cada componente do embrido para a direcao vertical, a fim
de posteriormente reposiciona-los na nova faixa linear. Em tal passo, utilizou-se a
funcao de rotacao imrotate. Ela gira cada componente no sentido anti-horario em
torno de seu ponto central com base em trés parametros de entrada: o componente
C; em andlise, o angulo de rotagao (¢) e o método de interpolacao (aqui foi utilizado

o0 vizinho mais préximo).

A Passo 5 - Calcular o valor da distancia existente entre cada componente C; do
embriao e seus respectivos vizinhos. Para isso foi usada a distancia entre cada par

de observagdes (com base no centroide dos respectivos componentes).

(A Passo 6 - No ultimo passo, cada componente C; do embrido é reposicionado na nova
matriz horizontal. A matriz é preenchida com base nos dados de entrada: rétulo,
centroide, tamanho, coordenadas e valores dos pixels de cada componente C; do
embrido. O tamanho da nova matriz é definido em tempo de execucao, conforme os

dados dos componentes avaliados.

Essa forma de visualizagao é compacta e permite exibir dezenas de embrides ao mesmo
tempo. Com isso, a andlise visual do pesquisador é facilitada, e pode-se comparar mais
rapidamente os padroes de expressao de diferentes embrides. Além disso, torna-se mais

facil observar a sobreposicao de nucleos celulares usando essa técnica de abertura.

4.7 Moédulo 5 - Representacao dos dados do cito-

plasma

As imagens de expressao génica obtidas e estudadas nesta tese sao relativas ao ciclo
14 do desenvolvimento embrionério da Drosophila melanogaster (Segao 2.2). Nessa fase,
ocorre a celularizacao, isto é, formacao de invaginacoes membranares ao redor de cada
nucleo. Esse estdgio embrionario, conhecido como blastoderme celular, é caracterizado
pela maioria dos nicleos localizados na periferia do embriao. Morfologicamente, os niicleos
sao iguais e distribuidos isoladamente em uma monocamada, mas a nivel molecular sao
diferentes. Quando o nicleo alcanca a periferia do embriao, cada um fica imerso em uma
respectiva regiao do citoplasma, conhecida como “ilha” do citoplasma. Cada ntcleo é
associado a um dominio de citoplasma estruturado (MAZUMDAR; MAZUMDAR, 2002;
GILBERT, 2003).
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Em imagens de embrioes obtidas da superficie dos embrioes, a ilha do citoplasma
compreende os sulcos (vales) que se arranjam entre os niicleos celulares. Visualmente esse
espaco € bem pequeno. O nicleo e suas ilhas citoplasmaticas associadas sao chamados
enérgides (GILBERT, 2003). Essa regiao nao é comumente avaliada em estudos de Bi-
oinformatica. Por outro lado, no caso de imagens de embrides obtidas das sec¢oes sagital
e transversa, a ilha do citoplasma é bem delimitada e geralmente discutida em estudos
sobre a Drosophila. Nessas imagens, o citoplasma ¢ dividido entre as partes (i) basal e
(ii) apical. Nessa diregao, neste moédulo uma nova forma representagao e visualizagao do
citoplasma é apresentada.

A abordagem proposta para a representagao e visualizagdo do citoplasma (contido
em imagens de embrides da Drosophila) segue a metodologia descrita na Segao 4.6. Isto
porque, o objetivo principal de ambos os métodos coincidem, ou seja, dispor as regioes de
interesse (neste caso, citoplasma apical e basal) em uma nova configuragao linear. Sendo
assim, cada passo descrito na Secao 4.6 é reutilizado aqui, com a diferenca que, neste
caso, os componentes de interesse sao as regioes do citoplasma (basal ou apical) e nao os
nucleos celulares. Na Fig. 19 ¢ ilustrado o resultado do esquema de abertura das faixas

dos citoplasmas apical e basal em uma imagem relativa a secao transversa.

Figura 19 — Abertura das faixas nuclear e citoplasmética em imagem de embrido na se-
cao transversa. (a) Sobreposigdo do contorno da méscara nuclear sobre a
imagem com marcagao de proteina. (b) e (c) Sobreposicao do contorno dos
citoplasmas apical e basal, respectivamente, sobre a imagem com marcagao
de proteina. Cada regiao definida pelo contorno branco identifica um com-
ponente para a faixa horizontal. (d, e, f) Exibem as respectivas regioes apos
aplicacao do método de abertura do embriao.
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4.8 Moébdulo 6 - Quantificacao dos dados da expressao

Apos obter a mascara de segmentacao nuclear é possivel avaliar a expressao génica dos
embrides de Drosophila. Para isso, incluem-se duas abordagens, uma para quantificagao
e outra para visualizagdo da intensidade média (de proteina ou RNA) contida nas regioes
intranuclear e citoplasméatica dos embrioes. O detalhamento das abordagens descritas

segue nas proximas secoes.

4.8.1 Quantificacao da expressao nos nucleos

A quantificagdo da regiao nuclear é realizada para dois tipos principais de imagens de
embribes, obtidas (a) da superficie e (b) das secoes sagital (AP) e transversa (DV). No
caso das imagens relativas a superficie dos embries, o método inicia-se com a sobreposi¢ao
da (i) méascara de segmentagao nuclear com a (ii) imagem original com marca¢do do
RNA ou proteina. A partir disso, torna-se possivel quantificar a intensidade média dos
sinais expressos na regiao intranuclear. Essa operacao ¢ realizada multiplicando, ponto a
ponto, as imagens (i) e (ii) e, seguidamente, efetuando-se o calculo da média dos pixels
pertencentes a cada ntcleo celular. Cada ntcleo da mascara de segmentacao ¢ definido em
termos de matrizes por um rétulo. As coordenadas (z,y) do centroide de cada componente
nuclear tornam-se marcadores para o mapa de quantificacao, isto é, uma tabela contendo
dados gerais sobre o processo de quantificacao. Para cada nicleo lido obtém-se o rétulo, os
valores de coordenadas do centroide e o valor médio da intensidade fluorescente (relativa
aos niveis de expressao) para cada gene e cada classe de tempo marcada no embrido
(JANSSENS et al., 2005). Na Fig. 20 esse processo ¢ ilustrado.

4.8.2 Quantificacao nas faixas Central e Mediatriz

Em varios trabalhos a quantificacdo dos dados de expressao refere-se a dados da re-
gido central de cada embrido. A faixa central é amplamente utilizada na literatura para
extracao de dados quantitativos relativos a superficie dos embrides (JANSSENS et al.,
2005; PISAREV et al., 2009; OCHOA-ESPINOSA et al., 2009). Para isso, os valores
médios de fluorescéncia considerados se limitaram a uma faixa horizontal que se estende
ao longo do centro dos embrides 10% (AP). Esta regido é normalmente descrita como
faixa central e é amplamente utilizada para extracao de dados quantitativos relativos a
superficie dos embrides (JANSSENS et al., 2005; PISAREV et al., 2009). A partir dela,
somente as médias de intensidades nucleares com posicdo do centroide dentro da faixa
descritas (Fig. 21) sao consideradas.

Neste trabalho é proposta a analise quantitativa dos dados obtidos das faixas central
e mediatriz de imagens da superficie dos embrides. Observagoes preliminares indicam que

dependendo da regiao de quantificacao dos dados ha diferenga nas posicoes medidas para
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Figura 20 — Processo de quantificagdo da regiao nuclear em imagem de embrido do plano
frontal. No esquema é ilustrado o cédlculo da intensidade média de proteina
por nicleo. Em (a) é exibido uma imagem de embrido de Drosophila no
plano frontal. (b) Ampliacao da regiao delimitada em (a). Os ntmeros 0...4
identificam os niicleos da regiao selecionada em (a). (c) Destaca o niucleo de
nimero 0 para ilustracdo da quantificacdo. A resposta de saida (d) é uma
tabela contendo a ID de cada nucleo, as coordenadas X e Y dos centroides
respectivos, e os valores de intensidade expressos em cada canal (se houver
mais de um). Disso, obtém-se a média da intensidade de fluorescéncia para
cada nucleo segmentado.

os padroes. Diante disso, o problema de pesquisa consiste em verificar qual é a influéncia
que a geometria dos embrides de Drosophila exerce sobre os resultados biologicos. Trata-
se especificadamente da tarefa de comparar os sinais de expressao obtidos da faixa central
em relagao a faixa mediatriz. Essa abordagem permite resolver questoes biologicas, tais
como: o deslocamento de padrdes de acordo com a idade dos embrioes ocorre de fato? Ou
somente é fruto da forma como é medido o sinal na faixa central? Em geral, mostrar que
ha uma influéncia da geometria dos embrides sobre resultados biologicos seria interessante
para reforcar a importancia da coleta de embrioes na regiao sagital, em que esse efeito de
geometria nao existe ou pode ser minimizado.

Inicialmente definiu-se a faixa central como a maior linha horizontal que pode ser
desenhada entre dois pontos da linha de contorno do embrido (linha amarela na Fig. 22).
E a partir disso, determinou-se a localizacao da faixa Mediatriz. Essa faixa é inserida
logo abaixo da faixa central, e igualmente usa dados de 10% da largura do embriao (eixo
DV) e se estende ao longo do eixo AP (Fig.23).
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Figura 21 — Processo de quantificagio em uma imagem arbitraria da base FlyEx. (a)
Embriao de Drosophila da classe de tempo 8 e ciclo 14A com marcagao dos
genes Bicoid (azul), Caudal (verde) e Even-skipped (vermelho). As linhas
brancas horizontais ilustram a posi¢ao da faixa central que delimita a regiao
de interesse (10% do eixo DV estendendo-se ao longo do eixo AP). (B)
Padroes de expressao unidimensionais dos trés genes citados.
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Figura 22 — Representacao grafica da faixa central. Em vermelho, a faixa central dese-
nhada a partir do centroide (ponto verde). E em amarelo, a faixa central
desenhada a partir da maior linha horizontal. O ponto azul define o centro
do embriao.

4.8.3 Quantificacao das Secoes Sagital e Transversa

O método de quantificagao relativo as secoes sagital e transversa dos embrioes é se-

melhante ao plano frontal. A mascara de segmentacao nuclear é superimposta a imagem
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Figura 23 — Comparacao grafica das faixas central e mediatriz. Em amarelo, a faixa
central desenhada a partir da maior linha horizontal. E em vermelho, a faixa
mediatriz inserida abaixo da faixa central.

original com o sinal de expressao do gene. A diferenca é que nao existe a delimitacao
da faixa central do embrido. Assim, no caso dessas imagens a tabela contém os niveis
médio de intensidade fluorescente de todos os nicleos celulares do embrido. Na Fig. 24 é
ilustrado o esquema descrito. A resposta de saida é a representacao matricial para cada
nucleo, a partir da qual obtém-se a média da intensidade de fluorescéncia expressa por
nucleo. A avaliacdo da expressao é entao feita observando a intensidade ao longo do eixo
AP para secoes sagitais e referente ao eixo DV para as se¢Oes transversas, seguida uma

ordem semelhante a visao linear dos embrioes discutidas nas se¢oes anteriores.

(a)

sTene i) 11542043
14

Figura 24 — Processo de quantificacao da regiao nuclear em imagem de embrido na secao
sagital. Em (a) é exibido um pequeno trecho da mascara de segmentacao
nuclear relativa a uma segao sagital. Em (b) a combinagao entre (i) o contorno
da méscara de segmentacao nuclear exibida em (a) com o respectivo trecho da
imagem do embrido com marcagao DAPI (ii). Na imagem (c) é exemplificada
a saida matricial de trés nicleos.
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4.8.4 Quantificacao do citoplasma

O método de quantificacao da regiao citoplasmatica é proposto para imagens captura-
das da secao sagital ou transversa, relativas aos eixos AP e DV. A analise quantitativa do
eixo DV é menos extensiva na literatura (KANODIA et al., 2011). No entanto, visando
a proposicao de uma abordagem mais completa também é proposto uma rotina para esse
tipo de imagem.

De modo geral, o médulo aqui apresentado possui a mesma estratégia do modulo de
quantificagdo da regidao nuclear, isto é, sobreposi¢ao de duas imagens, sendo (i) méscara
de segmentagao e (ii) marcacao dos sinais de expressao, a fim de realizar a multiplicagao
dos pixels que se interseccionam na regiao de interesse. Neste caso, (i) é a mascara binaria
da regido citoplasmatica e (ii) é a imagem dos sinais de RNA ou proteina expressos no
citoplasma. A principal diferenca aqui ¢ a localizacao citoplasma. Ele se localiza no
entorno dos nucleos celulares e, para quantifica-lo inicialmente é necessario determinar o
tamanho e a matriz de pixels para cada um de seus componentes.

Em suma, o método baseia-se em trés etapas: (a) definir a méascara nuclear, (b)
estender a regiao dos nicleos nas diregoes basal e apical e (¢) quantificagdo. A primeira
etapa (a) é obtida a partir do mddulo de segmentacao (definido na Segao 4.5.1). Apds isso,
aplica-se na mascara resultante a operacgao transformada distdncia com base na métrica
Euclideana. O resultado ¢ uma outra imagem em que o valor de cada pixel representa
sua distancia Euclidiana a borda do objeto. Como saida, também é obtido o mapa de
distancias na forma de uma matriz de indices (idx). Cada elemento de idx contém o
indice do pixel diferente de zero mais proximo da imagem bindria. Esse resultado estende
a regiao dos nucleos celulares nas direcoes basal e apical com a propagacao individual de
cada rétulo. Isto é, cada componente da transformada distancia (Fig. 25) é associado a
um respectivo nicleo celular.

Esse resultado compreende o mapa de distancias completo, mas nao foca a regiao
do citoplasma. Assim, visando delimitar as regides de interesse aplica-se um filtro de
condicao, o qual desconsidera os pixels localizados a uma distancia superior a d. Na Fig. 26
sao ilustrados as regides delimitadas para diferentes valores de d. Neste trabalho, d é pré-
estabelecido como o valor do tamanho médio dos ntcleos celulares (med). Entretanto,
o método é flexivel e o usuario pode alterda-lo conforme as caracteristicas das imagens
analisadas.

Posteriormente, o objetivo ¢ isolar as regioes apicais e basais associadas a cada ntcleo.
Para isso, foram desconsiderados os pixels localizados acima de uma distancia ¢ (definida
previamente, empiricamente de acordo com a forma dos nticleos). A partir disso, torna-se
possivel exibir todos os pixels do embriao, exceto aqueles pertencentes aos nicleos, divi-
dindo o embrido em duas regioes (Fig. 27(a)). Por fim, analisamos a area total de cada
regiao para classificar como citoplasma apical ou basal (a area do apical é maior do que

a basal). A regiao do citoplasma entre os nicleos e a membrana plasméatica determina o
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Figura 25 — Aplicacao da transformada distdncia em uma méscara binaria nuclear. A
saida é representada por um mapa de distancias na forma de uma matriz de
indices (idz). Cada elemento dessa matriz contém o indice do pixel diferente
de zero mais proximo da imagem bindria. Cada cor no mapa é associado a
um respectivo nicleo da mascara.
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Figura 26 — Diferentes tamanhos da transformada distancia utilizados na delimitagao das
regides do citoplasma (do menor (a) para o maior (c)).

citoplasma apical (Fig. 27(b)) e, em contraste, a regiao interna do embrido préxima aos
nicleos determina o citoplasma basal (Fig. 27(c)). Uma etapa final reduz a area de cober-
tura da regido apical para a distancia maxima igual a med/3. Esse ajuste, determinado
empiricamente, foi necessario porque os ntucleos tendem a estar mais préximos da regiao
apical e, como consequéncia, a area da regiao apical é menor que a regiao basal.

Por fim, procede-se & quantificagdo dos sinais de interesse (etapa (c)). Nela, o objetivo
¢ mensurar a intensidade média de expressao de RNA ou proteina contido nas regides
pertencentes a cada componente do citoplasma. Na Fig. 28 é ilustrado essa etapa final em
uma amostra de embriao da base de dados. O contorno das regioes dos citoplasmas apical

(Fig. 28(a)) e basal (Fig. 28(b)) sao sobrepostos a imagem com marcacao de proteina.



Capitulo 4. Metodologia computacional proposta 75

m sy
A i ooy
4 3 5 y 4 ,
[ ¢ “ ), ( | )f) ‘;
4 £ : 3 V4  §
i H ‘ J A }
N - 4')} \ & JJ N o~ ol
< ::; < L -
(a) (b) (c)

(a)

Figura 28 — Sobreposigao do contorno dos citoplasmas apical (a) e basal (b) as respectivas
imagens com marcagao de proteina.

A partir disso, a intensidade média de proteina por regiao citoplasmatica pode ser
obtida multiplicando, ponto a ponto, a méascara do citoplasma pela imagem com os dados
de expressao da proteina. Esse processo possibilita determinar o nivel médio de expressao

citoplasmatica relativo a cada nucleo contido no embriao.
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CAPITULO

Experimentos e Resultados

Nesse capitulo sao descritos os experimentos realizados e os resultados alcancados pela
aplicacao dos seis médulos desenvolvidos. Para fins de comparacao das propostas apre-
sentadas, para alguns médulos também sdo apresentados resultados referentes a outros
métodos presentes na literatura. Primeiramente serao descritas as bases de imagens usa-
das nos experimentos e em seguida os resultados quantitativos e qualitativos da aplicacao

do médulos propostos nessas bases.

5.1 Bancos de imagens

A metodologia foi aplicada a imagens confocais e nao-confocais (digitais épticas) de
embrides da Drosophila relativos a trés bancos de imagens distintos: (i) particular (com-
posto por quatro conjuntos de imagens confocais), (ii) FlyEx (Sec. 3.2.3) e (iii) BDGP
(Sec. 3.2.5). Na Tab. 3 é apresentado um resumo das bases usadas e a quantidade de
imagens analisadas e quais dos mddulos propostos foram usados. As secOes seguintes
apresentam maiores detalhes sobre as bases.

O banco de imagens particular foi construido ao longo do desenvolvimento deste tra-
balho. As imagens foram capturadas por um microscopio confocal Leica TCS SP5 no
Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia). As células de inte-
resse (nicleos) das amostras foram detectados com DAPI (4’ 6-diamidino-2-phenylindole),
um marcador de DNA. Os experimentos de fluorescéncia foram realizados por uma equipe
formada pelo Dr. Francisco José Pereira Lopes, do Campus Duque de Caxias da Uni-
vesidade Federal do Rio de Janeiro, pela Dra. Helena Araijo e pela Dra. Maira A.
Cardoso, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Parte das imagens foram capturadas na Universidade de Princeton, em que foi
utilizado um aparelho de matriz microfluidica para orientar os embrioes. A base completa

formou-se a partir de quatro etapas de captura das imagens.



DBGP (TOMANCAK et al., 2007)

Tabela 3 — Experimentos e bases de imagens tratadas neste trabalho. Imagens préprias, exceto das bases Flyex (PISAREV et al., 2009) e
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SURFBASE | Superficie do embriao 7 v v embriao v
Marcacao dos nucleos: DAPI nucleos
Padrao de expressao: Hunchback
SAGIBASE Secao sagital 7 v v embriao | v/ v
Marcacao dos nucleos: DAPI ntucleos
Padrao de expressao: Hunchback
TRANSBASE | Secao transversa 45 nucleos | v/ v v
Marcacao dos ntucleos: DAPI Padrao
de expressao: Dorsal
FlyEx Superficie do embriao 250 v v embriao
Marcacao dos nucleos: a partir de pa-
droes de expressao de varios genes
BDGP Superficie do embriao 61 v v embriao

Sem identificacao dos nucleos
Microscopia 6ptica
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5.1.1 SURFBASE e SAGIBASE

Essas bases sao compostas por 154 imagens. Desse total, metade das imagens referem-
se a superficie do embrido e a outra metade a secao sagital. A carater de simplificacao,
esses subconjuntos sdo descritos neste trabalho, respectivamente, como SURFBASE e
SAGIBASE. O conjunto de imagens dessas bases foram coletados em trés momentos
distintos, nos quais foram utilizadas trés laminas. Na Tab. 5 é detalhado o niimero de

imagens considerada para cada lamina.

Tabela 5 — Numero de imagens considerada para cada lamina nas bases SAGIBASE e

SURFBASE.
SAGIBASE | SURFBASE
Lam 1 34 34
Lam 2 30 30
Lams3 13 13
| Total | 77 | 77 |

As Figs. 29(a) e 29(b) exibem uma amostra de cada base. Todos os embrioes anali-
sados referem-se ao ciclo mitético 14 (coletados de 130 a 170 minutos apés a fecundagao)
e tiveram os ntcleos detectados com DAPI. As imagens foram geradas usando a mesma
configuragdo de um microscopio confocal Leica TCS SP5, obtendo como saida o formato

TIFF, dimensao 1024 x 1024 pixels e representadas numa escala de 256 niveis de cinza.

(a)

(b)

Figura 29 — Exemplos de imagens de embrides tratadas pelo primeiro banco de imagens
formado durante o desenvolvimento deste trabalho. Em (a) superficie do
embrido (amostra da base SURFBASE) e em (b) secao sagital (amostra da
base SAGIBASE).
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5.1.2 TRANSBASE

Uma outra base particular refere-se a imagens de embrides capturados da secao trans-
versa. Nesse caso, o interesse foi investigar o gradiente de Dorsal e genes-alvo de Dorsal a
partir de embrides no 14° estagio do ciclo de desenvolvimento. Foram coletadas 45 ima-
gens confocais no formato Formato de arquivo de imagem marcado (Tagged Image File
Format) (TIFF) e tamanho 512 x 512 pixels. Dessas, 23 imagens referiam-se a embrioes
do tipo selvagem e 22 a embrioes do tipo mutante. Trés diferentes gendtipos foram pre-
parados e analisados, sendo cactA2-Dfcact, cactA2-dl6 e dl6+. Todas as imagens foram
geradas usando a mesma configuracao confocal e dois canais. No primeiro canal, as célu-
las de interesse (nucleos) das amostras foram detectadas a partir do marcador de DNA -
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). No segundo canal, o nivel do gradiente de Dorsal
foi coletado. Para cada gendtipo mutante, um conjunto de imagens do tipo selvagem foi
coletado no mesmo lote, sendo considerado como controle do genétipo. Na Tabela 6 ¢é

detalhado o niimero de imagens considerada para cada gendtipo.

Gendtipo Selvagem (controle) | Mutante
cactA2-Dfcact 8 4
cactA2-dl6 12 10
dlo+ 3 8
| Total | 23 | 22 ]

Tabela 6 — Ntmero de imagens considerada para cada genétipo.

A base em questdo é nomeada neste trabalho como TRANSBASE. E importante dizer
que varias dessas imagens exibiram baixo contraste e grande variabilidade no nivel de in-
tensidade dos pixels, dificultando até mesmo a identificacao visual das regides nucleares.
Essas imagens também apresentaram uma maior quantidade de ruido nas regiao circun-
dante aos nicleos. Em imagens confocais o ruido é considerado o sinal fluorescente nao
originado da regiao de interesse. Tais caracteristicas prejudicam os resultados de etapas
posteriores, como a segmentacdo. Na Fig. 30 sao exemplificadas algumas amostras de

imagens dessa base.

5.1.3 FlyEx

A base FlyEx (PISAREV et al., 2009) contém imagens de padrdes de expressao génica
relativas a embrioes da Drosophila coletados durante 80 a 170 minutos apos a fecunda-
¢ao. Todas as imagens referem-se ao plano frontal e nivel de resolugao subcelular do
embrido. A proteina alvo e os nicleos foram corados com moléculas fluorescentes, como
descrito por (KOSMAN; REINITZ; SHARP, 1999). Para a realizagdo do experimento
selecionou-se um conjunto contendo 250 imagens arbitrarias, tais que cobrissem o periodo

de clivagem de 10 — 14 e todas as classes temporais do ciclo 14. A Fig. 31 exibe seis em-
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Figura 30 — Exemplos de imagens contidas na base TRANSBASE. (a)-(c) Imagens com
baixo contraste e pouca defini¢do das regioes nucleares. (d)—(f) Imagens com
conjunto de pixels com altos valores de fluorescéncia dispersos pelo embriao.

brides de diferentes estagios do desenvolvimento. Originalmente, as imagens dessa base
sao disponibilizadas na direcao horizontal. Entretanto, a fim de avaliar o desempenho do
modulo Padronizagao, as imagens selecionadas para experimentos foram arbitrariamente

rotacionadas em diferentes graus.

5.1.4 BDGP

A base BDGP (TOMANCAK et al., 2007) contém imagens digitais coletadas da super-
ficie dos embrides de Drosophila, as quais exibem a distribuicao espacial de RNA de oito
mil genes no estagio pré-gastrula, detectadas por hibridizacao fluorescente in situ (FISH).
As imagens dessa base nao sao padronizadas quanto a orientacao, direcao e quantidade
de objetos, e ainda, podem apresentar multiplos ou fragmentos de embrides. Na Fig. 32
sdo exibidas seis imagens de embrides que reforcam a variacdo das caracteristicas an-
teriormente descritas. Para os experimentos foram selecionadas 61 imagens arbitrarias
dos estagios de desenvolvimento diversos. Como as imagens sao coloridas, na etapa de
pré-processamento foi realizada a conversdo de RGB para niveis de cinza (usando o com-
ponente I do espaco de cores HSI) e em seguida foi aplicada a filtragem por mediana

(méscara 3 x 3). Essa sequéncia possibilita melhorar a qualidade das imagens para fases
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Ciclo de clivagem: 10 Ciclo de clivagem: 11 Ciclo de clivagem: 12

Ciclo de clivagem: 13 Ciclo de clivagem: 14a Classe temporal: 3  Ciclo de clivagem: 14a Classe temporal: 8

Figura 31 — Exemplos de imagens de embrides de Drosophila coletadas da base FlyEx
(PISAREV et al., 2009). Todas as imagens analisadas referem-se a embrioes
capturados do ciclo mitético 10 — 14, nivel de resolucao subcelular e plano
frontal.

posteriores, tal como ilustrado na Fig. 33.

Estagio 1-3 Estagio 4-6 Estdgio 7-8

Estdgio 9-10 Estagio 11-12 Estagio 13-16

Figura 32 — Exemplos de imagens de embrioes de Drosophila melanogaster obtidos da
base BDGP (TOMANCAK et al., 2007). As imagens sdo agrupadas em seis
grupos 1 —3,4—-6,7—-8,9—10,11 — 12 ou 14 — 16.

A selecao de ambas as bases busca enfatizar a robustez da metodologia proposta, uma
vez que permite avaliar os resultados em imagens de embrides de diferentes configuracoes

(como por exemplo, nivel de resolugao, plano e secao).
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(@) | m
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Figura 33 — Pré-processamento em embrioes da base BDGP. (a) Imagem do embriao no
espaco de cores RGB. (b) Resultado da binarizacdo da imagem exibida em
(a). (c) Conversao RGB para niveis de cinza (usando o componente I do
espago de cores HSI). (d) Resultado da binarizagao da imagem (c).

5.2 Resultados

Nesta secao sao apresentados os resultados alcancados pela aplicacao dos seis modulos
desenvolvidos. Os resultados referentes ao Mdodulo 3 foram dividido em duas segoes,
visto a etapa intermediaria de pré-processamento possuir resultados relevantes de serem

mostrados.

5.2.1 Modbdulo 1 — Isolamento do embriao

Nesta secao sao descritos os resultados da aplicagao do médulo Isolamento do embriao.
Esse modulo foi aplicado sobre as bases SAGIBASE, SURFBASE e BDGP. Nao houve
aplicacao sobre a base FlyEx e TRANSBASE, uma vez que essas bases disponibilizam
imagens com o embriao principal ja isolado.

O moédulo de isolamento aplicado as bases SURFBASE e SAGIBASE obtiveram um
desempenho de, respectivamente, 98, 70% e 93,50%. Esses valores referem-se ao niimero
de méscaras de segmentacao do embridao principal corretamente obtidas. Na Fig. 34 sao
ilustrados alguns resultados qualitativos obtidos da base SAGIBASE, ao passo que, na
Fig. 35 sao destacadas as saidas positivas da base SURFBASE. Vale observar que, de
154 imagens avaliadas, 50 representavam casos de imagens com mais de um embrido. A
abordagem proposta mostrou-se capaz de isolar o embrido principal em todos os casos
testados. A Fig. 36 ilustra alguns resultados da aplicacao desse modulo em imagens da
base SURFBASE.

Na base SURFBASE, o moédulo nao foi capaz de gerar a mascara do embrido para
somente uma imagem do conjunto, e no caso da SAGIBASE, quatro imagens processadas
nao tiveram um resultado de saida esperado. Na Fig. 37 algumas dessas imagens sao
destacadas. E possivel observar que as imagens que apresentaram erros sio marcadas por
baixo contraste e qualidade baixa na identificacdo dos ntcleos.

Os resultados da aplicacao desse médulo sobre a base BDGP também foram considera-
dos satisfatérios. A metodologia adotada mostrou-se eficiente para a tarefa de isolamento
do embrido principal. Do total de imagens contidas na base (61), 11 imagens nao foram

corretamente binarizadas (essas imagens nao forma consideradas nas etapas seguintes da
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Figura 34 — Exemplos de resultados qualitativos obtidos na geragao da méscara binaria
do embriao principal relativos a base SAGIBASE
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Figura 35 — Exemplos de resultados qualitativos obtidos na geracao da méscara binaria
do embriao principal relativos a base SURFBASE.

metodologia). Vale ressaltar que poucas imagens dessa base foram escolhidas na anélise.
O resultado obtido nao necessariamente representa que o método proposto teria o mesmo

desempenho em toda a base. Na Fig. 38 alguns resultados qualitativos sao exibidos.
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Figura 36 — Isolamento do embrido principal - imagens contidas na base SURFBASE. Na
primeira linha, imagens originais da base. Na segunda linha, o resultado do
modulo isolamento do embriao principal. E possivel perceber que o embriao

principal das imagens de entrada foram identificados e isolados, ao passo que
fragmentos ou embrioes secundarios foram removidos.

5.2.2 Moébdulo 2 — Padronizagao do embriao

Os experimentos com o moédulo de Padronizagao foram conduzidos nas bases FlyEx,
BDGP, SURFBASE e SAGIBASE. Em cada base de imagens, os resultados obtidos foram
comparados com o desempenho de duas outras técnicas. As técnicas escolhidas para a
etapa de avaliagao foram propostas por (KONIKOFF et al., 2012) e (GARGESHA et
al., 2005). Elas tratam, respectivamente, de uma (i) abordagem semi-supervisionada
na qual a correcao da orientacao requer intervengdo humana e (ii) uma estratégia nao-
supervisionada para padronizacao da orientacao dos embrioes.

Simplificadamente, (KONIKOFF et al., 2012) propdem uma abordagem que utiliza
um angulo de rotagao para girar a imagem do embriao, de modo que seu eixo principal
se alinhe ao eixo horizontal da imagem. O algoritmo de rotagao usa interpolacao de
vizinho mais préximo para definir em 0 (zero) os pixels da imagem de saida que situam-se
fora da imagem rotacionada. Essa abordagem padroniza a direcao dos embrioes para a
posicao horizontal, mas a correcao da orientacao, quando necessaria, é realizada a partir
de supervisao humana. Ao passo que, (GARGESHA et al., 2005) padronizam a dire¢ao
dos embrioes com base em uma estratégia que usa a comparacao entre a taxa de pixels
contido nas extremidades anterior e posterior do embriao.

O médulo Padronizagao alcangou 98,6% de sucesso quando aplicado as imagens da
base SAGIBASE e 100% quando aplicado na base SURFBASE. No caso dessas bases, do
total de imagens nelas contidas (Tab. 5), um pequeno nimero (seis) nao foi considerado.

Isso porque trataram-se de casos em que ocorreram erros na saida do médulo anterior,
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(a) (b)

(d)

Figura 37 — Exemplos de desafios encontrados nas imagens de embrioes de Drosophila.
(a, ¢, d) ilustram casos de imagens com baixo contraste. E possivel perceber
ainda problemas advindos do processo de aquisicao das imagens, como ma
defini¢ao do formato nuclear (b). Em tal caso, as regides dos ntcleos celulares
apresentam borramentos.

(a) (b) ()

Figura 38 — Exemplos de resultados qualitativos obtidos na geracao da méscara binaria
do embriao principal relativos a base BDGP.
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especificamente, na geracdo das mascaras binarias do embridao principal. Considerando
que as mascaras binarias sao objetos fundamentais para a execugdo do modulo Padro-
nizagdo, esse conjunto nao foi contabilizado para efeitos de avaliagdo. Portanto, o total
utilizado para experimentos do médulo Padronizacao foi 148 imagens, das quais 76 eram
relativas ao plano frontal e 72 a secao sagital. As bases FlyEx e BDGP foram totalmente
utilizadas. Na Tabela 7 sao exibidos os resultados quantitativos alcancados, bem como

os resultados obtidos pelas propostas (i) e (ii).

Tabela 7 — Taxa de sucesso do médulo Padronizacao quando aplicado as bases SAGIBASE

e SURFBASE.
Método | SAGIBASE | SURFBASE
M¢étodo proposto 98,6% 100%
Gargesha et al. (GARGESHA et al., 2005) 48,6% 51,3%
Konikoff et al. (KONIKOFF et al., 2012) 40,3% 48,7%

Na base FlyEx, o médulo apresentou uma taxa de acerto de 92,0%, comparado aos
66,4% alcangados pela abordagem de (GARGESHA et al., 2005) e 60,0% pela abordagem
de (KONIKOFF et al., 2012) (Tabela 8). A aplicagdo do mesmo na base BDGP também

mostrou um desempenho superior, como pode ser conferido na Tabela 9.

Tabela 8 — Taxa de sucesso do médulo Padronizacao quando aplicado a base FlyEx.

Método ‘ FlyEx Base
Método proposto 92,0%
Gargesha et al. (GARGESHA et al., 2005) 66,4%
Konikoff et al. (KONIKOFF et al., 2012) 60,0%

Diferentes morfologias exibidas por embrioes de diferentes bancos de imagens explicam
a baixa taxa de sucesso das estratégias de (KONIKOFF et al., 2012) e (GARGESHA et
al., 2005). Por outro lado, o médulo proposto mostrou-se robusto para contornar esse

desafio da variacao e complexidade dos dados.

Tabela 9 — Taxa de sucesso do médulo Padronizacao quando aplicado a base BDGP.

Método \ BDGP Base
Método proposto 90,0%
Gargesha et al. (GARGESHA et al., 2005) 60,0%
Konikoff et al. (KONIKOFF et al., 2012) 40,0%

Em todas as bases analisadas, os resultados experimentais provaram que o modulo Pa-

dronizacao é confiavel e altamente eficaz, podendo ser facilmente aplicado em uma ampla
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gama de imagens de embrides da Drosophila. Resultados qualitativos de sua aplicagao

podem ser conferidos nas Figs. 39, 40, 41 e 42.

a) Imagem original com Sprim igual a 4—1

Figura 39 — Resultado qualitativo do médulo Padronizacao quando aplicado a base de
imagens SURFBASE. (a) e (c¢) Imagens originais da base com diferentes ori-
entagoes. (¢) Uma parte de embrido secundario é automaticamente removida
pelo médulo Isolamento do EP. (b) e (d) Subfiguras superiores exibem os
resultados do médulo Padronizagdo quando aplicado as imagens (a) e (c);
Subfiguras inferiores ilustram os resultados do médulo quando aplicado as
respectivas mascaras de segmentacao nuclear.

c) Imagem original com Sprim igual a 3—2

A metodologia mostrou-se capaz de padronizar as propriedades direcao e orientagao
de embrides da Drosophila em diferentes configuracdes. Confiavel e robusta, ela pode ser
aplicada a variados tipos de imagens, incluindo confocais e nao-confocais (como, pticas
in situ). Os resultados alcancaram uma taxa de sucesso superior a 90% em comparagao
com os maximos de 67% e 60% obtido pelas técnicas correlatas avaliadas. Diferencas na
morfologia exibidas pelos embrioes de diferentes bancos de dados explicam a baixa taxa
de sucesso das estratégias de (GARGESHA et al., 2005) e (KONIKOFF et al., 2012).
Isso porque, apesar de proporem os métodos mais préoximos do presente modulo, elas
nao foram desenvolvidas para trabalhar com a heterogeneidade apresentada pelas bases
de dados aqui abordadas. Além disso, o método de (KONIKOFF et al., 2012) é semi-

supervisionado, e os resultados apresentados limitam-se a saida das etapas automaticas.
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(a) Imagem original com Sprim igual a 4—1
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(c) Imagem original com Sprim igual a 3—2

Figura 40 — Resultado qualitativo do médulo Padronizacao quando aplicado a base de
imagens SAGIBASE. (a) e (c¢) Imagens originais da base com diferentes ori-
entacoes. (¢) Uma parte de embrido secundario é automaticamente removida
pelo método. (b) e (d) Subfiguras superiores exibem os resultados do médulo
quando aplicado as imagens (a) e (c¢); Subfiguras inferiores ilustram os resul-
tados do modulo quando aplicado as respectivas mascaras de segmentagao
nuclear.

5.2.3 Mobdulo 3 — Segmentacao dos niicleos: pré-processamento

Os resultados da aplicacao da parte de pré-processamento do médulo de segmenta-
¢ao podem ser avaliados qualitativamente. As técnicas utilizadas, tal como descritas na
Secao 5.2.4, sao aplicadas visando diminuir o ruido das imagens, e com isso, melhorar o
resultado de operacoes posteriores, como a segmentacao.

Na Fig. 43 é destacado alguns resultados da aplicagao deste médulo sobre imagens da
superficie dos embrides. Para realizar essa avaliagdo, ao invés de exibir a imagem apdés o
pré-processamento, serd mostrado o resultado de uma binarizacao simples (utilizando a
técnica Otsu) antes e depois da aplicagdo do pré-processamento. E nitido a obtencdo de
melhores resultados apds o pré-processamento das imagens. Antes disso, a saida apresenta
varios nuicleos aglomerados em regioes da imagem com baixo contraste, ou ainda, nicleos
ausentes ou super-segmentados em areas do embriao de iluminacgao irregular.

A Fig. 44 destaca os efeitos do pré-processamento em imagens de embrides da se¢ao
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(a) Imagem original com Sprim igual a 2—3

(b)
(c) Imagem original com Sprim igual a 3—2 (d)

Figura 41 — Resultado qualitativo do médulo Padronizacao quando aplicado a base de
imagens BDBP . (a) e (¢) Imagens originais da base com diferentes orienta-
¢oes. (b) e (d) Subfiguras superior exibem os resultados do médulo quando
aplicado as imagens (a) e (c); subfiguras inferior ilustram os resultados do
modulo quando aplicado as respectivas mascaras de segmentagao nuclear.

sagital. Os resultados obtidos nao sao os esperados, uma vez que a técnica de segmentacao
aplicada é uma binarizacao simples. Entretanto, ainda no caso dessa abordagem, o pré-
processamento é capaz de melhorar o resultado final. A saida apresenta nicleos com
formatos melhor conservados e um embriao mais limpo.

Com relacao ao nivel de resolugao celular e plano frontal objetivou-se a obtencao
da mascara binaria do embrido. Esse tipo de imagem foi abordado na base BDGP.
Conforme mencionado anteriormente, as imagens dessa base sao bem variadas no que diz
respeito as caracteristicas de iluminagao das imagens, quantidade e formato dos embrides.
Sendo assim, o Pré-processamento adotado nesse contexto mostrou-se bastante 1til para
contornar esse desafio. Em alguns casos analisados da base (especificamente 11), o médulo
em questao nao foi capaz de melhorar/ou corrigir as caracteristicas das imagens para

etapas posteriores (alguns exemplos sdo mostrados na Fig. 45).
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(a) Imagem original com Sprim igual a 2—3

(c) Imagem original com Sprim igual a 1—4

Figura 42 — Resultado qualitativo do médulo Padronizacao quando aplicado a base de
imagens FlyEx. (a) e (¢) Imagens originais da base com diferentes orienta-
¢oes. (b) e (d) Subfiguras superiores exibem os resultados do médulo quando
aplicado as imagens (a) e (c); Subfiguras inferiores ilustram os resultados do
modulo quando aplicado as respectivas mascaras de segmentagao nuclear.

5.2.4 Mobdulo 3 — Segmentacao dos nitcleos

Nesta se¢do sao apresentados os resultados do médulo Segmentacao apds a etapa
de pré-processamento. Esse mdédulo foi avaliado utilizando imagens das sec¢oes sagital e
tranversa, e também em imagens da superficie do embriao.

O método foi aplicado nas bases SAGIBASE (imagens relativas a secao sagital) e
TRANSBASE (imagens relativas a secao transversa). Os experimentos foram avaliados
apenas qualitativamente. Em tal caso, foi realizada uma sobreposicao do contorno da
mascara de segmentagao nuclear sobre a imagem original com marcacao DAPI. Essa
estratégia possibilita observar detalhes importantes nos resultados, tais como a preser-
vacao das formas e regularidade dos nucleos segmentados. Além disso, torna-se possivel
identificar possiveis erros da segmentagao, tais como nticleos ausentes, sobresegmentados
ou supersegmentados. A Fig. 47 destaca alguns resultados alcangados a partir da base
SAGIBASE, ao passo que, a Fig. 46 ilustra resultados da base TRANSBASE. Vale obser-
var que o mesmo método, em um trabalho anterior, foi aplicado sobre a base de imagens

sagitais em que obteve 94,4% de nticleos corretamente segmentados. Em (SOUSA et al.,
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Figura 43 — Pré-processamento aplicado a imagens da base SURFBASE. A primeira co-
luna exibe trés imagens arbitrarias com marcacao DAPI. Na segunda coluna
sao ilustrados os resultados da segmentacgao sobre as imagens DAPI antes do
pré-processamento. E por fim, a terceira coluna exibe o resultado da segmen-
tagao apos aplicagao do modulo em questao.

2013) é possivel encontrar uma discussao ampliada a respeito dos experimentos realizados
e resultados alcangados para essa estratégia de segmentacao.

A partir das bases anteriormente descritas é possivel afirmar que os resultados obti-
dos foram satisfatérios. Erros de nicleos sobresegmentados ou supersegmentados foram
encontrados, tal como exemplificado na Fig. 48. Caracteristicas especificas desse tipo
de imagem, tais como baixo contraste e iluminacao irregular justificam em partes esse
resultado negativo. Entretanto, ainda assim, o desempenho do método de segmentacao
proposto é superior quando comparado a utilizagao isolada de técnicas tradicionais da lite-
ratura (SOUSA et al., 2013). A aplicagao eficaz em diferentes bases comprova a robustez
e flexibilidade da abordagem descrita.

A segmentacao das imagens da superficie do embrido foram realizados sobre a base
SURFBASE. Os resultados alcancados foram bastante positivos. Em ampla maioria dos

casos, o método proposto foi capaz de identificar corretamente os nicleos celulares da
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Figura 44 — Pré-processamento aplicado a imagens da base SAGIBASE. A primeira co-
luna exibe trés imagens arbitrarias com marcagao DAPI. Na segunda coluna
sao ilustrados os resultados da segmentacao sagital sobre as imagens DAPI
antes do pré-processamento. E por fim, a terceira coluna exibe o resultado
da segmentacao apos aplicacao do modulo em questao.

superficie dos embrioes. Os resultados alcancados foram superiores quando comparado a
aplicagao isolada de técnicas existentes. Na Fig. 49 sao ilustrados os resultados alcancados
com as imagens da base SURFBASE.

De modo geral, os resultados alcancados comprovam a eficicia do médulo Segmen-
tacao. A diversidade e complexidade dos dados tratados demonstra sua capacidade de
contornar alguns dos principais problemas desse cenario. Na Fig. 50 alguns dos desafios

encontrados nas bases sao exibidos.

5.2.5 Mobdulo 4 — Representacao dos dados nucleares

Nesta secao sao exibidos os resultados qualitativos alcancados com o modulo Re-
presentacao dos dados nucleares (Segao 4.6) a partir da base SAGIBASE. Esse médulo

apresenta a estratégia de visualizacao e organizacao dos dados de expressao génica conti-
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(a)

(b)

(d)

Figura 45 — Exemplos de imagens de embrides da base BDGP com variacao das carac-
teristicas de brilho, contraste e iluminacao. Na primeira coluna, as imagens
(a—b) destacam casos em que o embrido principal apresenta-se muito difuso
com o plano de fundo. Nas figuras (c—d) sao ilustrados exemplos de imagens
com iluminacao irregular, as quais geram pixels (ou aglomerados de pixels)
indesejados na imagem de saida. A segunda coluna, por sua vez, ilustra os
resultados ruins da etapa de binarizagao, obtidos, mesmo apdés a aplicacao do
método de pré-processamento nas imagens originais (a—d).

dos em imagens de embrioes da secao sagital. E importante lembrar que essa abordagem
de representacao ¢ inovadora.

Na Fig. 51 sao apresentadas algumas saidas do médulo. Os resultados sdo apenas
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Figura 46 — Resultado qualitativo do método de segmentacao nuclear sagital obtidos a
partir de imagens da base TRANSBASE.

qualitativos. Para cada objeto inserido na faixa horizontal trés parametros sao associados:
(a) lista de pizels do ROI (ntcleo ou citoplasma), (b) centroide e (¢) a média de expressao
génica da regiao avaliada.

O modulo descrito também é capaz de exibir faixas horizontais para cada lado (dorsal
e ventral) dos embrides de Drosophila separadamente. Nas Figs. 52-54 sao ilustradas as
saidas respectivas a Fig. 51.

Por fim, a Fig. 54 exibe o resultada da linearizacao para alguns embrides da base
TRANSBASE.

O moédulo em questao mostrou-se pratico para a comparacao dos padroes de expressao

génica de diferentes embrioes, e ainda, ttil para a identificagdo de ntucleos agregados.

5.2.6 Mobdulo 5 — Representacao dos dados do citoplasma

Nesta se¢ao sdo exibidos resultados qualitativos alcan¢ados com o médulo cinco (Se-
¢a0 4.7) a partir da base TRANSBASE. Esse médulo apresenta a estratégia de visualizacao
e organizacao dos dados de expressao génica contidos em imagens de embrides da secao
transversa. As ROIs aqui sdo os componentes citoplasma apical e basal.

Os resultados demonstraram que a estratégia proposta cumpre o objetivo inicial pro-
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Figura 47 — Resultado qualitativo do método de segmentacao nuclear sagital obtidos a
partir de imagens da base SAGIBASE.

posto. Isto é, para cada embridao, é possivel dispor todos os seus componentes citoplas-
méticos (apical ou basal) em faixas horizontais e visualiza-los lado a lado. No entanto, a

abordagem nao foi considerada totalmente eficiente. Isso porque, parte dos componentes
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Figura 48 — Erros na segmentacao nuclear de imagens sagitais de embrides capturados
na secao transversa. Os circulos tracejados na cor amarelo enfatizam os
problemas encontrados neste tipo de imagem, como ntcleos agregados (a—b)
ou supersegmentados (c).

nao foram dispostos nas faixas com a orientacao adequada. Essa situacgao é decorrente da
estratégia adotada no algoritmo para realizar a rotagao das regioes de interesse. A abor-
dagem ajusta a direcao vertical nos componentes, mas nao efetua uma etapa automatica
para controle da orientacdo. Esse processo é detalhado na Secao 4.6.1.5. Consequen-
temente, uma parcela dos componentes citoplasmaticos nao sao dispostos na orientacao
esperada.

Nas Figs. 55 e 56 sao exibidos os resultados qualitativos do médulo para um conjunto
de imagens de embrides do tipo Selvagem (previamente descritas na Tab. 6). O problema
descrito anteriormente pode ser conferido em alguns trechos da saida exibida.

Apesar do desafio descrito, os resultados alcancados comprovam a robustez da abor-
dagem frente a heterogeneidade comum dos tipos de dados tratados nesse cenario, como
diferentes tamanhos e formatos das regioes de interesse. Por consequente, a metodologia
opera bem em qualquer etapa do ciclo de desenvolvimento embrionario. Além disso, a
abordagem pode ser promissora para investigacoes bioldgicas, como ordenacao dos em-

brides por idade.

5.2.7 Mobdulo 6 — Quantificacao nuclear e citoplasmatica

O conhecimento dos padroes espaciais e temporais da expressao génica é crucial para a
compreensao dos processos de desenvolvimento no embriao. No entanto, em grandes bases
de dados a inspecao visual desse tipo de imagens é um trabalho lento e repetitivo. Nesta
secao sao apresentados resultados do médulo Quantificacao, em que é realizado a andlise
automatizada da expressao génica contida em imagens de embrides da Drosophila. FEla
trata, paralelamente, da quantificacao da regiao dos ntcleos e da regiao do citoplasma,
considerando apenas imagens de embrioes no nivel de resolucao subcelular.

Geralmente, trés imagens por gene sao geradas para as analises, a saber: uma com
marcagao DAPI (que identifica os ntcleos), uma com marcagao dos sinais de proteina
codificados e outra dos sinais do RNA (Fig. 57). Nas bases usadas neste trabalho temos

somente imagens com intensidades de proteinas. Em todos os casos, o médulo gera dados
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Figura 49 — Resultado qualitativo do método de segmentacao nuclear proposto para ima-
gens de embrides da Drosophila obtidos do plano frontal e nivel de resolugao
subcelular.

quantitativos a respeito dos sinais de expressao génica contidos nas regides analisadas,
conforme descrito na Sec. 4.8.

Fig. 58 exibe um resultado da sobreposicao das mascaras do citoplasma (apical e
basal) sobre uma imagem com expressao de proteina obtida da base TRANSBASE.

Em geral, os resultados da Quantificacao possibilitam caracterizar os diferentes pa-
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Figura 50 — Exemplos de desafios encontrados nas imagens abordadas pelas bases trata-
das neste trabalho. Na primeira sao ilustrados casos de iluminacao irregular,
na segunda linha é exibido problemas de baixo contraste e na ultima linha
imagens com qualidade pobre das amostras coletadas. Neste caso, a identifi-
cagao dos nucleos celulares se torna dificil até mesmo aos olhos humanos. A
maioria destas questoes (a—f) podem ser tratadas pela metodologia proposta.

el

droes de expressao génica das proteinas e transcritos codificados, respectivamente, nos

nucleos e no citoplasma.

5.3 Resultados biol6gicos

O objetivo desta secao é apresentar resultados biolégicos relevantes que foram obti-
dos a partir da utilizacao da metodologia proposta. Nas secOes seguintes sao exibidos
alguns resultados de perfis de expressao génica obtidos a partir das bases SURFBASE,
SAGIBASE e TRANSBASE. Os resultados dos experimentos estao organizados conforme

o tipo de imagem analisada.
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Figura 51 — Resultado do médulo de representacao dos dados nucleares quando aplicado
sobre algumas imagens da base SAGIBASE. Cada linha representa uma em-
brido completo linearizado. Essas amostras sao do grupo LAMI.

5.3.1 Imagens da superficie dos embrides

As imagens relativas a superficie dos embrides foram organizadas na base SURFBASE
(Sec. 5.1.1). Os experimentos conduzidos nessa base, objetivaram sobretudo, realizar uma
analise quantitativa dos dados obtidos a partir das faixas central e mediatriz. Na presente
secao sao apresentados os resultados a respeito dos primeiros experimentos biolégicos
realizados. Nenhuma afirmacao ainda pode ser feita, mas é possivel observar e procurar
por informacoes relevantes nos perfis de expressao génica obtidos das faixas central e
mediatriz. A Fig. 59 exemplifica quatro resultados obtidos. De modo geral, elas incluem
uma comparagao dos sinais de expressao génica das regioes em questao.

Na Fig. 60 é exibida a sobreposi¢ao das curvas médias de expressao génica (central
vs mediatriz) obtidas de 73 embrides contidos na base SURFBASE. Os experimentos
foram realizados separadamente para o conjunto de imagens de cada lamina, tendo sido
selecionando as seguintes quantidades de imagens: Laml (33), Lam2 (28) e Lam3(12).

Uma anélise geral, indicou que os locais do embriao de maior variabilidade localizam-se
na regiao anterior e no final da regiao posterior, que corresponde ao padrao ja conhecido da

proteina Hunchback. Essa condicao é igual para ambas as faixas, central e mediatriz. Além
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Figura 52 — Linearizacoes geradas pelo médulo de representacao dos dados nucleares re-
ferentes ao lado dorsal dos embriodes ilustrados na Fig. 51. Cada linha repre-
senta meio embrido aberto. Essas amostras sao do grupo LAMI.

disso, foi observado que a curva média da regiao mediatriz apresentou um menor gradiente
de expressao nos trés conjuntos analisados (Lam 1, Lam 2 e Lam 3), demonstrando
que ha diferenca entre realizar medidas entre essas faixas e que isso deve ser levado em

consideracao nas analises de padroes de expressao.

5.3.2 Secao Sagital

As imagens relativas a segao sagital foram organizadas na base SAGIBASE (Sec. 5.1.1).
Os experimentos conduzidos nessa base objetivaram avaliar os perfis de expressao génica
da regiao nuclear dos embrioes de Drosophila. Para extrair os dados quantitativos, cada
mascara nuclear foi sobreposta a respectiva imagem com o sinal de expressao desejado.
Valores médios das regides de interesse (ntcleos) entao sao obtidos ao longo do eixo AP

dos embrides. O perfil de expressao traduz o nivel médio de fluorescéncia por nicleo.



Capitulo 5. Fxperimentos e Resultados 101

e EaE D S0 RS bl kel B B AR By o

Tias Py AsERRURAIAEYE DO TDHAOMATD 4 [——

W SRRLAENAT Sl BM b M ANt eB eIt Ry T ITH

LU FTIT LIV RPTE R TL L T

RLLLY T T

! 4
$
$
i 4
: =
£

:

e T P R R B e D R AN DU PRR DRR FR R SAmIIpe

Figura 53 — Linearizacoes geradas pelo médulo de representacao dos dados nucleares re-
ferentes ao lado ventral dos embrides ilustrados na Fig. 51. Cada linha re-
presenta meio embridao aberto. Essas amostras sao do grupo LAMI.

A SAGIBASE nao possui imagens relativas a expressao de no citoplasma, sendo assim
gerou-se o perfil de expressao das regioes nucleares com sinais da proteina Hunchback. Os
perfis mostrados referem-se ao lado dorsal e ventral do embrido, no que diz respeito as
intensidades fluorescentes médias das regioes de interesse.

Na Fig. 61 sao ilustrados resultados dos experimentos obtidos com essa base. No
eixo vertical do grafico é representada a escala de intensidade de fluorescéncia e no eixo
horizontal é descrito a posi¢ao das regides analisadas no eixo AP do embriao de Drosophila.

Na Fig. 62 sdo mostradas as curvas médias de expressdo génica (dorsal vs ventral)
obtidas de 67 embrides contidos na base SAGIBASE. Os experimentos foram realizados
separadamente para os conjuntos de imagens de cada lamina, tendo sido selecionando as
seguintes quantidades de imagens: Lam1 (28), Lam2 (26) e Lam3(12). E possivel notar

pelos gréaficos uma diferenga significativa entre os padroes do lado dorsal e ventral. Isso
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Figura 54 — Linearizacoes geradas pelo médulo de representacao dos dados nucleares re-
ferentes a base TRANSBASE.

¢é em parte explicado pela diferenga no tamanho e na curvatura entre esses lados. Assim
como ocorre na avaliacao da expressao entre as faixas central e mediatriz, as diferencas
encontras nessas curvas devem ser consideradas em experimentos que avaliam os padroes

de expressao génica nesses embrioes.
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Figura 55 — Linearizacoes geradas pelo médulo de representacao dos dados do citoplasma
referentes a regiao basal de embrioes da base TRANSBASE. Cada linha re-
presenta a linaerizagao do citoplasma basal completo. Essas amostras sao do
grupo selvagem.

5.3.3 Secao transversa

As imagens relativas a secao transversa foram organizadas na base TRANSBASE
(Sec. 5.1.2). Para os experimentos foram selecionadas 45 imagens, a partir das quais
objetivou-se gerar os perfis de expressao da proteina Dorsal relativo as regides nucleares
e citoplasmaticas (apical e basal) — ao longo do eixo DV — dos embrides de Drosophila.

Considerando as caracteristicas geométricas desse tipo de imagem (embrido com for-
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Figura 56 — Linearizacoes geradas pelo médulo de representacao dos dados do citoplasma
referentes a regiao apical de embrides da base TRANSBASE. Cada linha
representa a abertura do citoplasma apical completo. Essas amostras sao do
grupo selvagem.

mato circular), a configuragdo do ponto central (CP) para plotagem dos dados baseou-se
na deteccao da reflexdo de simetria, isto é, em encontrar o objeto (nicleo) da imagem que
divide o embriao em duas partes, de forma que maximize a simetria do nivel de expressao
entre as duas partes (detalhadamente descrito na Segao 4.6.1.4). A intensidade de Dorsal

foi calculada como o valor médio dentro de cada ntcleo e regiao citoplasmética (apical e
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Figura 57 — Imagens do processo de quantificagdo génica em embrides de Drosophila. (a)
Marcagao DAPI em um embriao capturado da secao sagital. A partir dessa
imagem obtém-se a mascara de segmentagao nuclear. (b) Padrao de expressao
da proteina Hunchback. (c) Distribuicdo de RNA de hunchback. As imagens
(b) e (c) sdo utilizadas, respectivamente, para quantificacdo das regides nu-
clear e do citoplasma.

basal) associada aos seus respectivos nicleos.

Para obter padroes de expressao claros, aplicou-se a analise de espectro singular (SSA),
uma técnica nao paramétrica com um filtro adaptativo. O SSA é um método destinado
a realizar a decomposicao de uma sequéncia de medigoes em uma soma de componen-
tes interpretaveis. Seu uso para extracao de sinal a partir dos dados espaciais de ex-
pressao génica unidimensional permitiu remover o ruido decorrente da variabilidade na
ordem nuclear e na distribuicao citoplasméatica dos produtos génicos (ALEXANDROV;
GOLYANDINA; SPIROV, 2008). Durante os testes foi utilizado a rotina em MATLAB
de (GOLYANDINA; NEKRUTKIN; ZHIGLJAVSKY, 2001). Entao, a partir dos dados de
expressao génica normalizados, curvas SSA foram geradas para cada embrido. O mesmo
comprimento de janela (L = 40) foi usado para todas as imagens e duas tendéncias de
diferentes resolugoes para cada regiao — nuclear (7' = 5) e citoplasmatica (7' = 3). Foram
realizados testes empiricos para estimar os parametros descritos. A partir disso, foi ava-
liado os perfis de expressao nos ntcleos, citoplasma apical e basal, para cada gendtipo,
embrides selvagens e mutantes. Com o objetivo de padronizar os perfis para permitir as
comparagoes entre selvagens e mutantes, as curvas SSA foram alteradas por meio de trés
operagoes: (i) normalizagdo da intensidade do perfil de expressao; (ii) reamostragem da
curva para um comprimento comum a fim de padronizar o comprimento dos embrides; e
(iii) deslocamento das curvas para centralizar os picos no grafico e aparar as extremidades
em que as curvas sao nulas. Na Fig. 63 ¢ ilustrado o resultado desse processo em uma
imagem da base TRANSBASE.

Em tal passo, o uso do CP é fundamental para definir um ponto de referéncia comum na
plotagem dos dados entre diferentes embrides. CP foi posicionado no centro do grafico,
portanto, o valor maximo da expressao estd localizado nesta regiao. Esse processo foi
desenvolvido para todas as imagens de cada gendétipo. C'P também pode ser usado para
tracar meia curva, que é uma forma tradicional de mostrar o nivel de expressdo em
embrides de Drosophila (LOPES et al., 2008; COPPEY et al., 2008).
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Figura 58 — Sobreposigao do contorno das regioes de interesse da se¢do transversa. (a)
Imagem do embridao com marcagdo DAPI. (b) Imagem do embrido com mar-
cagdo da proteina. (c) Mascara de segmentacao obtida a partir da imagem
DAPI. (d)-(e)-(f) Sobreposicao das regides nuclear, apical e basal, respec-
tivamente, sobre a imagem DAPI. Cada contorno branco gera um valor de
intensidade média.

As Figuras 64 e 65 exibem o perfil de expressao para os embrides do tipo selvagem

e mutante, respectivamente. Nessas imagens, o perfil de expressao foi calculado como
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Figura 59 — Perfis de expressao génica da proteina Hunchback relativos as faixas Central
e Mediatriz. Exemplos dos experimentos realizados na base SURFBASE.

a média (e desvio padrao) de todos os embrides para cada genétipo (cact[A2]/Df(cact),
dl[6]/cact[A2] e dI[6]/+) e para cada ROI (ntcleos, citoplasma apical e citoplasma basal).
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Figura 60 — Comparacao grafica dos sinais de expressao génica contidos nas faixas central
e mediatriz. Sobreposi¢ao das curvas médias e de erro relativa a cada regiao.
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Figura 61 — Perfis de expressao génica da proteina Hunchback expressos na regiao nuclear.
As curvas relativas aos lados dorsal e ventral sao sobrepostos. Exemplos dos

experimentos realizados na base SAGIBASE.
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Figura 62 — Comparacao grafica dos sinais de expressao génica contidos regides dorsal e
ventral. Sobreposicao das curvas médias e de erro relativas a cada regiao.
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A partir desses graficos, observa-se que o padrao de expressao da proteina Dorsal para
embrides do tipo selvagem mostra um padrao semelhante a uma curva em forma de sino
e com um pequeno desvio padrao. Por outro lado, como esperado, embrioes mutantes
apresentam variagoes significativas entre cada gendtipo e desvios maiores. Em ambos os
conjuntos de dados, encontramos um gradiente de Dorsal no citoplasma (apical e basal)
que mimetiza o nuclear. Até o momento, acredita-se que essa é a primeira descri¢ao
simultanea dos padroes nuclear e citoplasmatico (basal e apical) na literatura, retratando
resultados biologicos ainda nao observados com o mesmo nivel de detalhamento deste
trabalho. Essa descrigdo contribui decisivamente para o entendimento dos mecanismos de
translocagao nuclear de Dorsal, uma vez que o fluxo continuo entre o nticleo e o citoplasma
é um aspecto fundamental nesse processo. Posteriormente, o gradiente de Dorsal foi
comparado entre imagens de embrides selvagens e mutantes, para cada gendtipo e regiao

de interesse. Na Fig. 66 é exibido o resultado obtido.
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Resultados bioldgicos relevantes foram encontrados nessas comparagoes. O perfil de
expressao na regiao nuclear para dl[6]/4 evidenciou que embrides mutantes tém menor
expressao da proteina Dorsal na regiao central da curva (perto de CP), mas ligeiramente
mais alto do que o tipo selvagem nos outros niicleos do embriao. A baixa expressao
também é encontrada no mutante dl[6]/cact|A2], no entanto, neste caso, o perfil para os
outros nucleos também é inferior ao embridao de tipo selvagem. Ja o perfil de expressao
na regiao nuclear para cact[A2]/Df(cact) evidenciou uma relagdo inversa do gradiente
de Dorsal. Embrioes selvagens demonstraram maior concentracao de Dorsal na regiao
central da curva (perto de C'P) em comparagao com embrides mutantes. No entanto,
exibiram uma concentracao de Dorsal menor na regiao dorsal do embridao em comparacao
com embrides mutantes.

Em relagao a regiao citoplasmatica, para todos os gendtipos, o mesmo padrao encon-
trado nas regioes nucleares também foi encontrado no citoplasma. Encontramos os niveis
de expressao mais elevados de Dorsal no citoplasma basal de di[6]/+ e no citoplasma
apical de cact[A2]/Df(cact), em ambos os tipos de embrides.

Ao comparar os citoplasmas basal e apical, uma expressao ligeiramente superior foi

encontrada no citoplasma basal para embrices de tipo selvagem e mutantes (Fig. 66).
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CAPITULO

Conclusao

Nesta tese ¢ proposta uma metodologia computacional para o processamento e analise
de imagens de embrides da Drosophila melanogaster. A proposta compoe-se de seis moédu-
los, que em conjunto, oferecem uma solugao genérica para o tratamento da variabilidade
e complexidade dos dados biolégicos desse tipo de imagem. O presente trabalho sugere
uma abordagem ampla, capaz de contornar os principais obstaculos/desafios normalmente
encontrados nesse campo de estudo da Bioinformatica.

A metodologia proposta permite realizar tarefas que vao desde a identificacao do tipo
de embriao até a visualizagao grafica dos padroes de expressao génica. Além de represen-
tar uma solucao inovadora, os médulos propostos também se destacam individualmente.
A metodologia possui flexibilidade de uso e facilidade de adaptagao a outros campos de
pesquisa. Em geral, a proposta apresentada busca tratar a heterogeneidade e complexi-
dade dos dados normalmente encontrados nesse contexto. Os resultados comprovam que

ela é capaz de tratar imagens de diferentes bases de dados e com configuragoes diversas.

6.1 Limitacoes

Uma clara limitagdo deste trabalho é o tamanho das bases de dados tratadas e a
nao existéncia de bases de imagens ji segmentadas (ground truth) para uma avaliagao
quantitativa de parte da metodologia, e, por essa razao, varias analises foram feitas de
forma qualitativa. Embora a quantidade de imagens tratadas aqui, inicialmente tenha sido
suficiente para os experimentos, uma quantidade maior de amostras consequentemente
melhora a amostragem de dados. E preciso considerar que, de um conjunto inicial, nem
todas as imagens sao adequadas para processamento, haja visto os ruidos de aquisicao
caracteristicos desse tipo de imagem.

Até o momento, nao se conhece um banco de dados publico ou imagens ground truth
referente as imagens das se¢Oes transversas e sagital aqui abordadas. Consequentemente,
algumas tarefas (como validagao das metodologias) sdo condicionadas a inspegdo humana

tornando-se limitadas e mais lentas.
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Outra limitagdo do trabalho é o ajuste manual de alguns parametros. Embora para a
maioria dos casos isso nao seja um problema sério, visto que o dominio das imagens ana-
lisadas nao costuma variar significativamente nas diferentes analises, minimizar o niimero

de parametros ¢ uma tarefa traz melhoria aos algoritmos.

6.2 Trabalhos Futuros

O estudo da expressao génica e da morfologia de organismos complexos se movera
cada vez mais para estratégias de andlise de imagens baseada em computacgao, dado a
complexidade, a heterogeneidade e a quantidade dos tipos de dados em questao. Nesse

sentido, elencou-se os seguintes trabalhos futuros:

 Adicionar um novo moédulo ao conjunto da metodologia proposta referente a pa-
dronizacao da visualizacdo anatomica dos embrides. A visao refere-se ao posiciona-
mento do embridao durante o processo de aquisicao da imagem. Ela pode ter dois
estados principais, lateral e ndo lateral (sendo, dorsal ou ventral). A visdo mais uti-
lizada em experimentos biologicos ¢ a lateral. Entretanto, no processo de captura
das imagens ¢é bastante comum obter amostras com diferentes visdoes em um mesmo
experimento (PENG et al., 2006).

1 Adicionar um novo médulo ao conjunto da metodologia proposta referente ao estudo

da organizacao dos nicleos celulares utilizando a medida de hexagonalidade (TRA-

VENCOLO, 2007).
1 Aumentar o espectro de imagens de embrides analisadas.

( Aprofundar a andlise das diferencas entre os padroes de expressao nas faixas central

e mediatriz, bem como a diferenciacao do lado dorsal e ventral em imagens sagitais.

(1 Revisar o algoritmo de segmentacao, tarefa importante para superar os desafios

remanescentes na mascara de segmentacao, como objetos fragmentados ou fundidos.

 Aprofundar a aplicacdo dos métodos desenvolvidos em estudos biolégicos diversos,

e com isso, favorecer novos insights no campo da Drosophila melanogaster.

( Aprofundar o estudo de métodos de interpolacao como o SSA e aplica-los em novas

analises.

 Criar um repositério com as rotinas desenvolvidas e disponibilizar para acesso pu-
blico.
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6.3 Contribuicoes bibliograficas

Foram produzidos dois artigos cientificos. O primeiro, descreve método Embrystan-
dar, para padronizagao automatica dos embrides. Esse trabalho foi publicado no Journal
of Visual Communication and Image Representation. O segundo artigo descreve o pro-
cesso completo de obtencao dos padroes de expressao no plano transverso e discute as
implicagoes biologicas dos resultados obtidos. Esse trabalho esta sob revisao no periodico
IEEE/ACM Transactions on Computational Biology and Bioinformatics. Um terceiro
trabalho estd na fase de escrita e engloba todo a metodologia apresentada nesta tese. A

seguir ¢ apresentado a listagem detalhada desses trabalhos:

1 SOUSA, D. J. de; CARDOSO, M. A.; BISCH, P. M.; LOPES, F. J. P.; TRA-
VENCOLO, B. A. N. (2020). Automated standardization of images of Drosophila
embryos. Journal of Visual Communication and Image Representation (SOUSA et
al., 2020).

1 SOUSA, D. J. de; CARDOSO, M. A.; ARAUJO, H. M. M.; LOPES, F. J. P.; TRA-
VENCOLO, B. A. N. (2020). Computational Image Analysis from the Transverse
Plane of Drosophila embryos. IEEE/ACM Transactions on Computational Biology

and Bioinformatics (submetido).

(1 Descrigao completa da metodologia: An automatic pipeline for extraction of quanti-

tative gene expression from confocal images of Drosophila embryos (em preparacao).
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