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Resumo

O estudo do caridtipo de diversos organismos tem como objetivo observar variagoes numé-
ricas, detectar caracteristicas e estudar a evolucao das espécies. A montagem manual do
cariotipo é uma tarefa repetitiva, subjetiva e consome tempo. Este projeto descreve o
SiMCaPe, um sistema interativo para apoiar na montagem do caridtipo de peixe, a partir
de uma fotomicrografia digitalizada de uma célula de peixe em metafase. O SiMCaPe
possui 5 moédulos: pré-processamento e segmentacao, rotagao, localizacao do centromero,
classificagao e pareamento. Para pré-processar e segmentar os cromossomos da imagem
foram propostos métodos baseados em conjuntos difusos. Para rotacionar os cromosso-
mos para a posicao vertical foi utilizado a orientacao do eixo central do esqueleto do
cromossomo. Para localizar o centromero foi utilizado um vetor de projecao horizontal do
cromossomo. Para classificar os cromossomos nas classes metacéntrico, submetacéntrico,
subtelocéntrico e acrocéntrico foi utilizado um sistema de inferéncia difusa, que combina
regras incluindo descritores de caracteristicas como indice centromérico e razao entre braco
maior e brago menor. O pareamento foi feito com base no tamanho dos cromossomos. Os
métodos propostos foram aplicados a 5 especies de peixe: Astyanax altiparanae, Astyanax
eigenmanniorum, Astyanaz scabripinnis,Hoplias malabaricus e Hoplias lacerdade. Para
testes foram utilizadas 40 imagens, contendo em média 49,2 cromossomos por imagem,
sendo que no processo de segmentacao cerca de 64,05 % dos cromossomos por imagem
foram corretamente separados, no processo de rotacao cerca de 69,5% dos cromossomos
por imagem foram corretamente rotacionados. Os resultados obtidos pelo sistema SiM-
CaPe para processo de localizacao do centromero e classificacao foram comparado com
os resultados obtidos por dois grupos de citogeneticistas. Comparando os resultados do
sistema com o primeiro grupo de citogeneticistas, o indice de concordancia na localizagao
do centromero foi de 71,95 % e para a classificacao foi de 78,52%. Comparando os resul-
tados do sistema com o segundo grupo de citogeneticistas, o indice de concordancia na
localizacao do centromero foi de 72,83 % e para a classificacao foi de 81,16%.

Palavras chave: cariétipo, segmentacao de cromossomos, localizacao do centromero,

classificacao de cromossomos, sistema de inferéncia difusa e pareamento de cromossomos.
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Abstract

The karyotype study of several organisms has as its objective to observe numerical
variations, for detecting specific characteristics and to study the evolution of the species.
Manual assembling of karyotype is a repetitive, subjective and time consuming task. This
project describes the SiMCaPe, an interactive system for assisting the assembling of fish
karyotype from digitized photomicrography of fish cells in metaphase. The SiMCaPe has
5 modules: pre-processing and segmentation, rotation, centromere location, classification
and pairing. To pre-process and segment the chromosomes, methods based on fuzzy sets
were used. To rotate the chromosome to its vertical position, the orientation of the central
axis of the chromosome skeleton was used. To locate the centromere, a horizontal pro-
jection vector of the chromosome was used. To classify the chromosomes in metacentric,
submetacentric, subtelocentric and acrocentric classes, a fuzzy inference system, which
combines rules including feature descriptors as the centromeric index and the ratio be-
tween the longer and shorter arms, was used. The pairing of the chromosomes was made
according to the chromosomes size. The proposed methods were applied to 5 species
of fish: Astyanazx altiparanae, Astyanaz eigenmanniorum, Astyanaz scabripinnis, Hoplias
malabaricus and Hoplias lacerdade. The tests were carried out using 40 images, which
contained on average 49.2 chromosomes for each image. In the segmentation process,
on average 64.05% of the chromosomes in each image were separated correctly, in the
rotation process, on average 69.5% of the chromosomes in each image were rotated cor-
rectly. The results obtained by the SiMCaPe system for the centromere location and
classification process were compared with the results obtained by the two groups of cyto-
geneticists. Comparing the results of the system with the first group of cytogeneticists,
the level of agreement between the two for the centromere location was 71.95% and for
the classification 78.52%. Comparing the results of the system with the second group, the
level of agreement between the two for the centromere location was 78.83% and for the
classification 81.16%.

Keywords: karyotype, chromosome segmentation, centromere location, chromosome

classification, inference fuzzy system and pairing of chromosomes.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Introducao

A anélise de cromossomos é uma tarefa essencial para a deteccao de algumas doencas,
deteccao de células anormais e variagoes numéricas. O processo usado para visualizacao e
classificacao dos cromossomos é chamado de cariotipagem. Os cromossomomos sao classi-
ficados em quatro classes: metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico,
dependendo da posicao do centromero. Entao em cada uma destas classes os cromosso-
mos sao pareados de acordo com sua similaridade e dispostos em ordem decrescente de
tamanho, resultando no chamado cari6tipo.

O processo manual para obter o cari6tipo ¢ muito repetitivo, consome tempo e requer
um profissional experiente, o que torna o processo caro. Uma vez feita a aquisicao da ima-
gem digital dos cromossomos, o processo manual requer que o citogeneticista recorte cada
cromossomo da imagem e visualmente determine a posigao do centromero (ponto onde
as croméatides se juntam). Depois de detectar o centroméro, os bragos dos cromossomos
sao medidos. De acordo com a relacao entre o tamanho dos bragos, os cromossomos sao
classificados em uma das quatro classes, mencionadas acima. Os cromossomos de cada
classe sao pareados de acordo com sua similaridade e o caridtipo é apresentado com os
pares de cromossomo em ordem descrescente de tamanho.

Para classificar os cromossomos automaticamente, a maioria dos sistemas apresenta-

dos na literatura sao baseados em redes neurais, que usam o indice centromérico, tamanho



do cromossomo e o padrao de banda como entrada para o sistema e sao aplicados a cro-
mossomos humanos. Entretanto os métodos usados para montar o cariétipo humano nao
podem ser aplicados para cariotipo de peixe devido ao fato de que os peixes apresentam
trés principais particularidades: Primeira, o cromossomo de peixe nao apresenta a carac-
teristica padrao de banda. Como a maioria dos sistemas existentes usam padrao de banda
como entrada para o processo de classificagao, nao é possivel utilizar tais sistemas para
a classificacao de cromossomos de peixe. Segunda, nos cromossomos humanos é possivel
identificar 46 cromossomos. Os peixes nao tém um nimero constante de cromossomos.
Algumas espécies apresentam 46 cromossomos, outras 48 ou 50. Além disso, os peixes
de uma mesma espécie podem apresentar niimeros de cromossomos diferentes, como por
exemplo, a espécie Astyanazr scabripinnis. Por ultimo, o nimero e as caracteristicas dos
pares de cromossomos de peixe nao sao previamente conhecidos como nos humanos. O
cariotipo humano possui 46 cromossomos, divididos em 22 pares de cromossomos e 1 par
relacionado ao sexo, totalizando 23 pares de cromossomos. As caracteristicas de cada
par de cromossomos humanos sao bem conhecidas, enquanto que nos peixes o numero de
pares de cromossomos e suas caracteristicas nao sao conhecidas até que o cariotipo seja

montado.

1.2 Objetivo

Considerando a falta de sistemas aplicados a montagem de cariotipo de peixe e as dife-
rencas associadas a solucao deste problema, o objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um
sistema computadorizado e interativo para auxiliar na montagem do cariétipo de peixe,
tendo como entrada uma fotomicrografia digitalizada do cromossomo de peixe no estagio
de metafase (estagio de divisao celular).

O sistema proposto esta dividido em 4 modulos principais: moédulo para segmentacao
|1], modulo para extracao de caracteristicas 2], modulo para classificacdo e modulo para
pareamento. Um esquema geral do sistema é mostrado na Figura 1.1:

O modulo para segmentacao do cromossomo inclui dois sub-mo6dulos:

e Pré-processamento: tem por objetivo pré-processar a imagem a fim de eliminar os
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Figura 1.1: Visao Geral do Sistema

ruidos da imagem, aumentar o contraste entre os cromossomos e o fundo e eliminar

o fundo da imagem;

e Segmentacgao: tem por objetivo segmentar os cromossomos da imagem, separando
inclusive os cromossomos que se tocam, ou seja, aqueles cromossomos que estao

muito proximos e que nao existe um regiao de descontinuidade entre eles;
O modulo para extracao de caracteristicas inclui 3 sub-mo6dulos:

e Rotacao: tem por objetivo rotacionar os cromossomos para a posicao vertical a fim
de facilitar a visualizacao por parte do citogeneticista e facilitar a localizagao do

centromero;

e Localizacao do centromero: tem por objetivo localizar a posicao do centromero, que
¢ o ponto onde as crométides (filamentos que forma o cromossomo) se juntam. O

centromero divide cada croméatide em dois bragos: braco maior e braco menor.



Extracao de caracteristicas: tem por objetivo extrair caracteristicas como perimetro,
tamanho do cromossomo, indice centromérico (CI) e razdo entre bragos (AR). O CI
e AR sao medidas extraidas a partir do tamanho dos bragos do cromossomo e sao

usadas no proceso de classificacao;

O modulo para classificacao tem por objetivo utilizar as caracteristicas do cromos-

somo para classificd-lo em um das 4 classes conhecidas: metacéntrico, submetacéntrico,

subtelocéntrico e acrocéntrico;

O modulo para pareamento tem por objetivo parear os cromossomos de acordo com

sua similaridade, montando assim o cari6tipo final da espécie.

O sistema também:

1.3

disponibiliza uma interface grafica que permite separar interativamente os cromos-

somos que se encontram sobrepostos;

disponibiliza um banco de dados para que os resultados do processo de cariotipagem

sejam armazenados para posteriores consultas ou alteracoes;

disponibiliza recursos de interacao para que a cada etapa do sistema, o usuario possa
alterar interativamente os resultados propostos (veja linhas vermelhas na Figura

1.1);

disponibiliza uma interface grafica que facilita, ao usuério, a escolha do cariétipo

que melhor representa uma populacao de peixe em estudo.

Organizacao da dissertacao

A dissertacao estd organizada da seguinte maneira. O capitulo 2 estd dedicado a uma

revisao sobre os conceitos citogenéticos relacionados a este trabalho bem como uma revisao

dos principais trabalhos desenvolvidos sobre automacao de cariotipagem. O capitulo 3

apresenta os métodos propostos para pré-processamento e segmentacao de cromossomos de

peixe, utilizando conjuntos difusos, e apresenta o método de extragao de caracteristicas do

cromossomo. O capitulo 4 apresenta os métodos propostos para classificacao e pareamento



de cromossomos de peixe. O capitulo 5 mostra o sistema SiMCaPe, focando nos recursos
de interface disponiveis. O capitulo 6 apresenta uma discussao dos resultados obtidos pelo

sistema. O capitulo 7 apresenta as conclusoes finais e os trabalhos futuros.



Capitulo 2

O Cariotipo de Peixe e os Principais

Sistemas para Analise Citogenética

2.1 Introducao

A anélise e classificacao citogenética é uma tarefa comumente realizada nos laboratoérios.
O estudo do cariotipo de diversos seres vivos tem se tornado uma tarefa importante em
varios campos de estudo, visando observar variacoes numéricas, detectar caracteristicas a
partir de sua estrutura e estudar a evolucao das espécies.

A montagem do cariotipo, é uma tarefa importante para o estudo do cromossomo,
pois dispoe os cromossomos distribuidos em classes e organizados em pares de acordo com
sua similaridade, facilitando a analise do citogeneticista. No entanto, esta é uma tarefa
manual, repetitiva, subjetiva e sujeita a erros. Varios sistemas existentes atualmente tém
como objetivo automatizar ou semi-automatizar o processo de montagem de cariotipos,
tornando o processo mais rapido e com menores chances de erro. A maioria destes sistemas
sao aplicados a cariotipo humano e pouca atencao tem sido dada a montagem semi-
automaética de caridétipo de peixes.

Neste capitulo, serd apresentada a importancia do estudo do cariétipo dos peixes e a
estrutura biologica do cromossomo. Em seguida serd mostrado o que ¢ um carioétipo, como
representa-lo e o processo manual para obté-lo. Também serao apresentadas as principais

diferencas entre o cariotipo dos peixes e dos humanos. Finalmente serao apresentados



os principais sistemas existentes para a montagem de caridétipos humanos e de peixe, e

diante das limitagoes destes sistemas, serd apresentado o escopo deste trabalho.

2.2 Importancia do estudo do cariétipo de peixe

Segundo Carvalho et al. |3] os peixes formam um grande grupo de organismos atualmente,
cerca de 24.618 espécies. Este nimero representa cerca de 50% dos vertebrados viventes.
Do subfilo dos vertebrados, eles sao os animais mais primitivos e constituem a base da
evolucao dos anfibios, répteis, aves e mamiferos, por isso ocupam uma posicao central
na evolugao desses animais [4]. Para Denton [5], os peixes constituem um dos grupos
mais favoraveis para estudos genéticos e citogenéticos. Para Kossing [6], os peixes sdo um
grupo importante para estudos evolutivos.

Segundo Artoni et al. |7], a maior aplicabilidade da citogenética de peixes, sem divida
alguma se refere aos estudos evolutivos. Os dados da citogenética também tém sido
associados a dados da morfologia, biogeografia, comportamento e genética molecular para
se chegar mais proximo a histéria evolutiva real dos organismos.

Como pode ser visto a citogenética é uma ciéncia que traz resultados importantes
principalmente para os estudos evolutivos, sendo que esta ainda apresenta muitos proble-
mas a serem resolvidos. Como esta ciéncia se mostra bastante receptiva ao uso de novas

tecnologias, como por exemplo, os sistemas computacionais, muito ainda pode ser feito

pela associagao de cientistas da computacao e bidlogos citogeneticistas.

2.3 O Cromossomo

O cromossomo é uma estrutura microscopica em forma de filamento que contém o ma-
terial genético, o DNA. Os cromossomos situam-se no interior do nticleo das células nos
organismos eucariotos. Os cromossomos sao facilmente estudados em seu estado mais
condensado, que ocorre durante a metafase da mitose ou da meiose [8]. Vale ressaltar que
mitose e meiose sao processos de divisao celular.

Cada cromossomo metafasico é constituido por duas subunidades paralelas chamadas
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Figura 2.1: Estrutura do cromossomo

de cromatides. As cromatides sao ligadas entre si por uma regiao chamada constri¢ao
priméria ou centromero. O centromero divide cada crométide em dois segmentos, 0s
chamados bragos cromossomicos [9]. Considerando um cromossomo corretamente rota-
cionado na posigao vertical, o braco localizado na parte superior a posicao do centromero,
¢ chamado de brago menor (p) e o localizado na parte inferior é chamado brago maior
(q). A Figura 2.1 mostra a estrutura do cromossomo.

De acordo com a posicao do centromero, os cromossomos sao classificados em quatro
classes: metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico. Os cromossomos
metacéntricos possuem o centromero localizado na sua parte central ou quase central,
dividindo os bracos do cromossomo em partes iguais ou aproximadamente iguais. Ja
nos cromossomos submetacéntricos, o centromero esta deslocado para a parte superior
e divide o cromossomo em dois bracos de tamanhos diferentes. Os cromossomos subte-
locéntricos possuem um centromero proximo da sua extremidade, formando dois bragos
com tamanhos bem diferentes, um muito grande e outro muito pequeno. Por ultimo, os
cromossomos acrocéntricos sao aqueles que possuem o centromero em uma das suas ex-
tremidade, sendo que praticamente nao existe o braco menor. A Figura 2.2, ilustra cada
classe de cromossomo.

A classificacdo de um cromossomo, em geral, é definida pelas medidas dadas pela:

a razao entre os bracos (AR), Equacao 4.1, e pelo o indice centromérico (CI), Equagao
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Figura 2.2: Classes de cromossomo (a) cromossomo metacéntrico (b) cromossomo sub-

metacéntrico (¢) cromossomo subtelocéntrico (d) cromossomo acrocéntrico

2.2. A razao entre os bracos é a divisao entre o tamanho do brago maior do cromossomo
pelo braco menor. O indice centromérico é a razao entre o tamanho do braco menor pelo

tamanho total do cromossomo, multiplicado por 100.

AR = compm‘mento(q) (2.1)
comprimento(p)
of — comprimento(p) « 100 (2.9)

tamanho do cromossomo

2.4 Cariotipo

A palavra karyotype (cariotipo em portugués) é derivada da palavra Grega "karyon" que
significa nucleo e "typos" que significa imprimir. Segundo Guerra [9], o caridtipo é a
descricao das caracteristicas do conjunto cromossdémico de uma espécie.

O estudo do cariotipo é de grande importancia para analisar variacoes entre individuos
da mesma espécie ou para comparar espécies diferentes [10] e [4]. Também é muito im-
portante para auxilar nos estudos evolutivos. Além disso visa o diagnostico de anomalias
genéticas relacionadas ao ntimero ou a morfologia dos cromossomos. Um exemplo, ¢ a
leucemia promielocitica, detectada por um prolongamento na extremidade de um cromos-

somo [11] e outro é a Sindrome de Down ou trissomia do cromossomo 21, detectada pela



ocorréncia de 3 cromossomos no par 21, ou seja, a existéncia de um cromossomo a mais
do que o normal.

O processo de montagem de um cariétipo, conhecida como cariotipagem é obtido a
partir de uma fotomicrografia de uma célula em metafase, veja Figura 2.3 (a). Varias
caracteristicas sdo obtidas de cada cromossomo (exemplo: CI, AR, padrao de banda, area
e perimetro) com o objetivo de classifica-los. Os cromossomos de cada classe sao pareados
de acordo com sua similaridade, montando assim o cariotipo final do individuo. O ca-
riotipo pode ser representado por um cariograma, onde os cromossomos sao segmentados
e os cromossomos homologos sao emparelhados, ou por um idiograma, que é uma repre-
sentacao esquematica, utilizando valores médios da posicao do centromero e do tamanho
do cromossomo. Normalmente, o estudo do cari6tipo é feito analisando o cariograma,

veja Figura 2.3 (b).
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Figura 2.3: Cariotipo de Peixe (a) Imagem de uma fotomicrografia de uma célula de peixe

em metafase (b) Resultado final do processo de cariotipagem (cariograma)

Para montar o cariograma, trés caracteristicas sao levadas em consideragao. A primeira
delas é o centromero. Dependendo da posicao do centromero, o cromossomo pode ser clas-
sificado em uma das quatro classes, mencionadas na secao 2.3. A segunda é o tamanho

dos cromossomos. O tamanho varia muito de acordo com a espécie. Algumas espécies
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apresentam cromossomos maiores e algumas apresentam cromossomos bem pequenos, o
que dificulta a andlise cromossémica. O tamanho é uma caracterisitca importante ao
montar o cariotipo final, visto que os cromossomos sao dispostos em ordem descrescente
de tamanho. A terceira caracteristica é o nimero de cromossomos. Em geral, o nimero
de cromossomos dos individuos de uma mesma espécie é um nimero constante. Mas cada
espécie pode apresentar um nimero de cromossomos diferente. No entanto existem algu-
mas excecoes, como € o caso dos peixes da espécie Astyanaz scabripinnis, onde individuos
da mesma espécie apresentam nimeros de cromossomos diferentes.

Além das trés caracteristicas mencionadas acima a caracteristica que se refere as co-
loracoes das bandas cromossomicas é muito util no processo de classificacao e pareamento
cromossomico. Em cromossomos humanos, observa-se uma boa qualidade das bandas
cromossoOmicas, sendo que nos peixes, a qualidade é bem inferior, nao sendo util para o

proposito de classificacao.

2.5 Processo manual para a montagem do cariétipo de
peixe

Como foi mencionado anteriormente, o estudo do cariétipo é uma tarefa importante para
caracterizar os seres vivos, estudar a sua evolucao e detectar anormalidades e variacoes
numéricas de cromossomos. No entanto o processo manual para montagem de carioétipos
é um processo repetitivo, tedioso e sujeito a erros. A maior parte do processo é bastante
subjetivo e necessita de um profissional experiente, o que torna este processo caro e
dispendioso.

Para a montagem manual do cariétipo de peixe é necessario obter uma fotomicrografia
de uma célula no estagio de metafase. A imagem adquirida, em geral, apresenta ruido
e baixo contraste. Assim, muitas vezes, o citogeneticista usa software de processamento
digital de imagem para eliminar ruidos, aumentar o contraste entre os cromossomos e o
fundo e eliminar alguns artefatos presentes na imagem, como por exemplo parte do niicleo
metafasico que se encontra condensado.

Em seguida, cada cromossomo é recortado da imagem para ser analisado individual-
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mente. A posicao do centromero de cada cromossomo é marcada pelo citogeneticista.
No caso dos cromossomos acrocéntricos, dos cromossomos muito tortos e no caso de
sobreposicao de cromossomos, a experiéncia do citogeneticista na determinacao da loca-
lizacao do centromero é muito importante.

Depois de localizar o centromero, usando a fotomicrografia que mostra os cromossomos
ampliados, o tamanho dos bracos do cromossomo é medido usando um paquimetro. Para
tanto, varios segmentos de reta sao tracados ligando o centromero até a extremidade
inferior e superior do cromossomo, de forma a representar a curvatura dos bragos menor
e maior do cromossomo. O tamanho de cada braco do cromossomo é entao obtido pelo
somatorio do tamanho destes segmentos.

Com base no tamanho dos bragos do cromossomo, é entao calculada a razao entre
os bragos (AR), conforme mostra a Equacao 4.1. De acordo com o valor do AR cada
cromossomo ¢ classificado em uma das 4 possiveis classes, obedecendo as seguintes regras,
estabelecidas por Levan [12] e revistas por Guerra [9]. Se o AR (relagao entre os tamanhos
dos bracos) esta no intervalo [1;1,7] o cromossomo é classificado como metacéntrico. Se
AR esté no intervalo |1, 7; 3, 0] o cromossomo é submetacéntrico. Se AR esta no intervalo
13;7,0] o cromossomo é subtelocéntrico. E se o AR é maior que 7,0 o cromossomos é
acrocéntrico.

Depois de classificados, os cromossomos da mesma classe sao entao ordenados de forma
decrescente com relagao ao seu tamanho e pareados de acordo com sua similaridade. Para
o pareamento sao analisadas caracteristicas como o tamanho do cromossomo e a posi¢ao
do centromero. Ao final deste processo obtém-se o caridtipo.

Como este processo é muito subjetivo, muitas vezes, depois de montar o caridtipo, o
citogeneticista faz modificacoes no pareamento, alterando os pares de cromossomos ou até
mesmo trocando a classificacao de um cromossomo.

Quando uma determinada populacao esta sendo estudada, ao final da analise de varios
cariotipos, é necessario encontrar o caridtipo que melhor represente a populacao em es-
tudo. Neste caso o citogeneticista avalia os varios cariotipos ja montados, e escolhe o
melhor deles. O cariotipo escolhido é aquele que mantém as mesmas caracteristicas estru-

turais encontradas nos demais caridtipos, que apresenta uma imagem de boa qualidade,
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centromeros bem localizados e que possui pareamentos consistentes.

Em geral, o processo manual para montagem de cari6étipos de todos os seres vivos €
semelhante, visto que todos se baseiam no cariétipo humano. No entanto, o cariotipo
de cada espécie pode apresentar algumas particularidades, o que pode alterar alguns dos
passos do processo de montagem de caridétipos. Na proxima secao serao apresentadas as

principais diferencgas entre o cariétipo humano e o cariotipo de peixes.

2.6 Diferencas entre o caridétipo humano e o de peixe

Como sera visto na proxima se¢ao, existem muitos sistemas para auxiliar o citogeneticista
na montagem de cariétipos humanos. No entanto, estes sistemas nao podem ser usados
na montagem de cari6tipos de peixe, pois os peixes apresentam algumas particularidades
que serao discutidas nesta secao.

A principal diferenca entre o cariétipo de peixes e humanos, estd no nimero de cro-
mossomos. Nos seres humanos, o nimero de cromossomos em uma célula somatica é 46
cromossomos (célula diploide). Nos peixes o namero de cromossomos varia de acordo com
a espécie, e em alguns casos também é possivel que uma mesma espécie de peixe apre-
sente numeros cromossomicos diferentes. Um exemplo é a espécie Astyanax scabripinnis,
na qual foram detectados cariotipos com 46 [13|, 48 [14] e 50 [10] cromossomos.

Outra diferenca esta na qualidade da imagem e na forma dos cromossomos. A ima-
gem de peixe, em geral é mais ruidosa e apresenta menor contraste. As técnicas criadas
para a aquisicao da célula em metafase em humanos foram adaptadas para peixe. No
entanto, nos peixes essa técnica nao produz tao bons resultados sendo que em muitos
casos 0 material quimico utilizado para obter a célula em métafase proporciona baixo
contraste e ruidos na imagem. Além disso, a qualidade do padrao de banda G é ruim,
visto que o arranjo do DNA do peixe é diferente do humano. Nos humanos, existe uma
melhor compartimentalizacao do DNA, portanto a qualidade do padrao de banda G é bem
superior, sendo que esta caracteristica é freqiientemente usada para auxiliar nos processos
de classificagao e pareamento. Os cromossomos de peixes, normalmente sao pequenos e

numerosos, por isso, existe uma dificuldade grande no seu pareamento [4|. Além disso, os
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bracgos dos cromossomos estao disjuntos, apresentando assim esqueletos mais ramificados
do que o dos cromossomos humanos.

O processo de classificacao e pareamento também difere entre humanos e peixes. Em
humanos, o processo de classificacao além de caracterizar os cromossomos como metacén-
trico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico, também separa os cromossomos em
7 grupos, o chamado grupos de Denver [15]. Para classificar nestes 7 grupos (grupo A, B,
C, D, E, F e G) caracteristicas como o tamanho do cromossomo, a posi¢ao do centromero
e o padrao de banda sao utilizados. O processo de pareamento considera o conhecimento
de que existem 22 pares de cromossomos e 1 par de cromossomos relacionado ao sexo,
totalizando 23 pares de cromossomos.

Ao contrario dos humanos, os peixes nao possuem um padrao, previamente conhecido,
de ordenacao dos pares cromossomicos. Também nao é possivel identificar previamente
o nimero de cromossomos do cariotipo. Para obter o pareamento dos cromossomos de
peixe, inicialmente cada cromossomo é classificado em uma das 4 classes citadas anterior-
mente (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico) e 0s cromossomos
de cada classe sao pareados de acordo com sua similaridade. Assim, a cada populacao,
um cariétipo diferente pode ser encontrado.

Outra particularidade do cariotipo de peixe é que algumas espécies de peixe apresen-
tam cromossomos extras chamados de cromossomos supranumerarios, também chamados
de cromossomos acessorios ou cromossomos B. Estes cromossomos sao diferenciados em
relacao aos outros cromossomos que compoem o cariotipo, que sao chamados cromossomos
A, pois nao sao pareados com nenhum outro. O cromossomo B necessita ser previamente

detectado pelo citogeneticista para que ele nao participe do processo de pareamento.

2.7 Sistemas para analise e montagem de cariotipos

Ha vérios anos cientistas da computacao em conjunto com bidlogos citogeneticistas estao
tentando construir sistemas que possam, a partir de uma imagem de uma célula em
metafase, auxiliar no processo de montagem de um cariétipo, com o minimo de intervencao

humana.
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Uma das primeiras tentativas de automatizar o processo de classificacao dos cromos-
somos humanos foi feita por Ledley and Ruddle [16]. Eles propuseram o FIDACSY'S, um
sistema computadorizado que desempenha as seguintes tarefas: eliminacao do fundo da
imagem, contagem do ntmero de cromossomos, medi¢ao do comprimento dos cromosso-
mos e de sua area, classificacao e pareamento. Inicialmente o sistema propoe um valor
de nivel de cinza que serd usado como um limiar que separa os cromossomos do fundo da
imagem, gerando em seguida o contorno dos cromossomos. O contorno do cromossomo é
representado por um conjunto de segmentos de curva. Com base nestes segmentos, o sis-
tema aplica uma técnica denominada reconhecimento de padroes sintaticamente dirigido
e classifica o cromossomo. Depois disso os cromossomos homoélogos sao comparados de
acordo com a &rea, o tamanho e a relacao do comprimento dos bragos. Embora muito
rudimentar, este sistema foi muito importante para alavancar as pesquisas na area de
automagao da montagem de cari6tipos.

Van Vliet et al. propuseram um dos primeiros sistemas comerciais para montagem
de cariotipos humanos, o sistema Athena [17|. Este sistema semi-automatico propoe
técnicas para segmentar a imagem, separar 0s cromossomos que se tocam e classifica-
los baseado no seu comprimento, indice centromérico e padrao de banda. A separacao
dos cromossomos sobrepostos é feita manualmente. A segmentacdo dos cromossomos,
proposta pelo Athena, é baseada na combinacao das técnicas de shadding correction,
threshold e operacoes binarias. A técnica do shadding correction possibilita a remocao de
artefados causados por iluminacao inadequada ou devido a sensibilidade da camera. A
classificacao dos cromossomos é baseada no método Bayesiano que calcula a probabilidade
com que cada cromossomo pertence a uma determinada par. O sistema Athena requer que
seja fornecida uma base de dados treinada, para servir como modelo para o processo de
classificagao. Os principais problemas identificado no sistema Athena estao relacionados
ao procedimento de separacao dos cromossomos que se tocam e a dificuldade em localizar o
centromero e classificar determinados cromossomos. Além disso, em cada fase do processo
de montagem do cariétipo, o usuério deve configurar parametros relacionados a cada
procedimento a ser executado. Este fato torna a montagem do caridtipo uma tarefa dificil

para os citogeneticistas, os quais nao estao familiarizados com os conceitos e termos usados
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em sistemas que incorporam técnicas de processamento digital de imagens.

Jennings and Graham [18] fizeram um estudo sobre o uso de redes neurais para a
classificacao de cromossomos humanos, usando como entrada o padrao de banda do cro-
mossomo. Este trabalho nao tratou dos problemas de segmentacao e separacao de cro-
mossomos sobrepostos. Duas arquiteturas diferentes foram usadas: Multi-layer percep-
tron (MLP) e Kohonen self-organizing. Os testes usaram cerca de metade dos dados para
treinamento da rede e a outra metade para teste do desempenho da rede. O desempenho
da rede foi medido considerando o nimero de cromossomos classificados incorretamente
no treinamento e na fase de teste. A arquitetura MLP, usou o algoritmo de backpropaga-
tion para o treinamento, tendo apresentado os melhores resultados, especialmente quando
caracteristicas como indice centromérico e tamanho do cromossomo foram incluidas como
entrada da rede. Cromossomos muito tortos e cromossomos sobrepostos nao foram usados
nos testes com ambas as redes neurais propostas.

Detcheva [19] desenvolveu o sistema CAIS (Chromosome Analysis Intelligent System,)
que tem por objetivo realizar a andlise e a classificacao cromossdomica e a descoberta de
anomalias no cariotipo. O sistema é composto das seguintes tarefas: pré-processamento,
segmentacao dos cromossomos, extracao das caracteristicas e classificacdo. As etapas de
pré-processamento e segmentacao utilizaram filtros de suavizacao, limiarizacao e deteccao
do contorno. A separacao dos cromossomos que se tocam, a remoc¢ao de algum tipo de
artefato e a separacao dos cromossomos sobrepostos sao feitas manualmente. Ao final de
cada processo, o usuario pode intervir para fazer correcoes nos resultados propostos pelo
sistema. A proposta da classifica¢do, apresentanda por Detcheva em [20], é incorporar o
conhecimento e a experiéncia do citogeneticista na analise e classificacao dos cromosso-
mos, baseando-se no comprimento do cromossomo e no indice centromérico. No caso de
ambiguidade na classificacao, caracteristicas como area e padrao de banda sao também
utilizadas. A classificacao é baseada em regras heuristicas definidas pelo citogeneticista e
representadas por procedimentos. Estes procedimentos tém como funcao ordenar os cro-
mossomos pelo tamanho, dividi-los nos grupos de Denver e classifica-los adequadamente
de acordo com as regras previamente definidas.

Lerner et al. em [21| propuseram um estudo para examinar o uso de redes neurais
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e 0 uso de caracteristicas baseadas no MAT(Medial Azis Transformation), tais como
caracteristicas extraidas do padrao de banda, indice centromérico e comprimento do cro-
mossomo, para a classificacao de cromossomos humanos. O sistema nao propoe métodos
de segmentacao e separacao de cromossomos sobrepostos. Duas propostas para o calculo
do eixo médio (MAT) foram apresentadas. A primeira, chamada "esqueleto", visa encon-
trar um eixo médio preliminar usando o método de propagagao de fogo no campo [22].
A segunda é baseada na técnica de piecewise linear (PWL). Neste trabalho, foi usado
uma rede neural com duas camadas e o algoritmo backpropagation para o treinamento da
rede. Os resultados mostram que a proposta do "esqueleto", para encontrar o eixo médio,
encontrou melhores resultados. A proposta do esqueleto também apresentou melhores
resultados no processo de classificacao, alcancando uma média de acerto de 98%.

Todesco [23] propds o uso de uma rede neural artificial com uma funcdo de base radial
para classificar os cromossomos humanos nos 23 pares conhecidos, testando diferentes
arquiteturas de rede neural. A classificacao foi dividida em duas fases. Na primeira fase
utilizou-se o comprimento do cromossomo, o indice centromérico e a drea como parametro
para a rede, classificando os cromossomos em 7 grupos, o chamado grupos de Denver. Na
segunda fase, utilizou-se as saidas da rede do primeiro estagio, como entrada para segunda
rede, que além destas entradas, usou mais 20 entradas extraidas do padrao de banda do
cromossomo. Para testes, foram usados trés bases de dados conhecidas: Copenhagem,
Philadelphia e Edinburg. Os resultados obtidos para o processo de classificagao foram
comparados com o de outros trabalhos publicados, que utilizaram a mesma base de dados,
sendo que este alcancou melhores resultados.

Keller et al. [24] desenvolveram um sistema de inferéncia difusa para classificar os
cromossomos humanos 16, 17 e 18, que pertencem ao grupo de Denver E. O método
de segmentacao dos cromossomos proposto baseia-se em uma limiarizacao local seguida
de uma rotulagdo de componentes conectadas. Mais tarde, Keller and Sjahputera |25]
melhoram o sistema a fim de otimizar as regras de inferéncia difusa. O classificador de
inferéncia difusa permite que um cromossomo seja classificado em mais de uma par de
cromossomo, atribuindo, a cada cromossomo, graus que estabelecem a sua pertinéncia a

cada par de cromossomos possivel. As caracteristicas usadas como entrada para o sistema,

17



de inferéncia foram indice centromérico, densidade média normalizada do nivel de cinza
(GRAY) e seis caracteristicas do padrao de banda (P1P, P2P, P3P, P1D, P2D, D1P). Os
autores também desenvolveram uma rede neural para comparar os resultados. O sistema
de inferéncia difusa alcancou uma média de acerto de 88.3% e a rede neural alcancou
uma meédia de 86.7% de acerto. Os dados utilizados para testes nao continham cromosso-
mos sobrepostos. Além disso, os cromossomos utilizados para testes eram de individuos
normais, sendo que as imagens foram manualmente processadas por dois citogeneticistas,
eliminando assim casos de cromossomos que se tocam e possiveis ruidos que permanecem
quando o processo de segmentacao é feito automaticamente pelo sistema.

Agam and Dinstein [26] propuseram um sistema para separar cromossomos que se
tocam e cromossomos sobrepostos baseando-se no contorno dos mesmos. Neste trabalho
nao é tratado o problema de classificacao. Inicialmente, a imagem é pré-processada com
o objetivo remover os ruidos. Em seguida, a imagem ¢ segmentada em duas regioes,
utilizando uma limiarizacao global. Em seguida um método para seguir contorno, com
conectividade 4, é utilizado para encontrar o contorno dos objetos, detectando os pontos
de interesse no contorno do cromossomo. Usando os pontos de interesse do contorno
de cada cromossomo, sao tracadas linhas ligando estes pontos, para que seja escolhida,
em seguida, a melhor linha que separa os cromossomos. Inicialmente sao feitas todas as
possiveis combinagoes de ligagao dos pontos. Uma série de hipoteses é verificada e a linha
que melhor segmenta o objeto é escolhida. A separacao dos cromossomos falha quando
existe uma grande area de contato entre cromossomos tortos e quando existe grandes
agrupamentos contendo pequenos cromossomos.

Lerner em [27] propos uma rede neural para automatizar a analise de imagens de
cromossomos, usando caracteristicas como tamanho, indice centromérico e 15 caracteris-
ticas extraidas do padrao de banda. Para a separacao dos cromossomos que se tocam
foi proposto um método chamado CPOOS (classification-driven partially ocluded object
segmentation). Este método consiste de trés principais estégios. No primeiro é realizado
o agrupamento dos pizels da imagem usando o método k-means. No segundo, os agru-
pamentos de cromossomos que se tocam sao identificados porque seu tamanho é maior

que a média e porque o sistema nao consegue classificar este agrupamento em nenhuma,
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dos pares de cromossomos conhecidos. Entao o contorno 8-conectado do agrupamento é
encontrado. Os r pontos mais concavos do contorno sao selecionados e sao sugeridos como
pontos de corte, para que seja possivel desenhar uma linha separando os cromossomos que
se tocam. No tltimo estagio, cada par de pontos de corte cria uma linha separando os
cromossomos. Quando uma linha conectando um ponto de corte (i) a um ponto de corte
(j) é hipotetizada, usando uma rede neural MLP, os dois segmentos criados por esta linha
sao cromossomos que se tocam. O método CPOOS, para separacao dos cromossomos que
se tocam, alcan¢ou uma média de acerto de 90% na segmentagao. No entanto, o método
assume que existe somente um agrupamento de cromossomos que se tocam por imagem
e que cada agrupamento é formado por apenas dois cromossomos. Para a classificacao de
cromossomos foi proposta uma rede neural MLP, usando duas estratégias. Na primeira,
0S cromossomos sao primeiramente classificados nos 7 grupos de Denver e depois classifi-
cados dentro de cada grupo, usando as mesmas caracteristicas como entrada para as duas
rede. Na segunda estratégia, o classificador de grupo (grupo de Denver) utiliza somente
as caracteristicas geométricas (CI e tamanho do cromossomo) e o classificador de tipo
utiliza a saida do primeiro classificador e mais 15 caracteristicas do padrao de banda. O
desempenho da rede ¢ a média dos experimentos usando as duas estratégias, sendo que a
segunda é utilizada como um método de validacao cruzada. Os resultdos mostraram um
acerto de 83,6%.

Popescu et al. [28] desenvolveram o AKS (Automated Karyotyping System) que tem
por objetivo classificar os cromossomos humanos com um minimo de intervencao humana,
processando automaticamente imagens que contém sobreposi¢ao de cromossomos. O pré-
processamento da imagem consiste da aplicacao de uma limiariza¢ao, remocao de ruidos
e rotulacao de componentes conectadas. A separacao dos cromossomos que se tocam
foi feita baseada na técnica do caminho mais claro (pale path). Nesta técnica admite-se
que existe um caminho separando os cromossomos que se tocam, ou seja, existe uma
regiao de fronteira. No entanto esta técnica falha em casos onde os cromossomos estao
muito proximos. Visando resolver este problema, os autores propuseram a técnica CSSG
(Cross Section Sequence Graphs) para separar 0s cromossomos que estao muito proximos

ou sobrepostos, através da extracao do eixo do cromossomo. A classificacao utiliza o
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comprimento, area e 18 caracteristicas baseadas na WDD (Weighted Density Distribution)
[29]. Além disso, a classificagdo utiliza redes neurais multilayer feedfoward, a fim de
encontrar uma associacao de combinagoes de primitiva, que formam o esqueleto, com um
dos cromossomos dos 23 pares de cromossomos. A técnica do CSSG, utilizada no sistema
AKS, falha quando o cromossomo apresenta uma regiao mais clara. Também, em alguns
casos de sobreposicao de cromossomos, o esqueleto obtido nao ¢ capaz de representar dois
cromossomos, causando problemas na separacao.

Visando resolver o problema de sobreposicdo Graham et al. [30],|31] desenvolveram
dois trabalhos. No primeiro trabalho [30], os autores propuseram um sistema para a re-
solver a sobreposi¢ao de cromossomos, que leva em consideracao a classificacao, usando
o padrao de banda do cromossomo. Quando h& uma sobreposicao de cromossomos, o
padrao de banda na regiao da sobreposicao é obscurecido. No entanto, quatro pequenos
segmentos dos cromossomos tornam-se visiveis. Cada um destes segmentos pode unificar
com um dos outros trés, formando seis possiveis cromossomos completos. Assim, a clas-
sificacao é desenvolvida unificando as secoes nao obscurecidas do padrao de banda com
um conjunto de modelos previamente selecionado, chamado PCM (Partial Chromosome
Models). O PCM consiste de um conjunto de modelos que correspondem a segmentos do
cromossomo, que possuem padroes de banda com uma boa discriminacao entre os pares
de cromossomo. Os segmentos candidados sao comparados com os modelos usando uma
funcao de classificacao quadrética.

No segundo trabalho, Graham et al. [31] propuseram um método para resolver o pro-
blema de sobreposicao, que leva em consideracao a classificacao e a forma do cromossomo.
O método usado na classificacao é o mesmo descrito no trabalho anterior. O modelo usado
para encontrar a forma do cromossomo é baseado no PDM (Point Distribution Models),
que gera um vetor representando a forma do cromossomo. Este vetor é unificado com um
conjunto de dados treinados. Entao, usando as evidéncias da classificacao e da forma do
cromossomo, ¢ possivel resolver a incerteza presente na regiao da sobreposicao com mais
confianca, do que usando somente uma das evidéncias. A limitacao do método esta no fato
de que ele trabalha com agrupamentos contendo somente dois cromossomos sobrepostos.

Cho em [32] propoe um estudo sobre a capacidade de uma rede neural ser usada
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como um classificador de cromossomos humanos. Foram fornecidas trés caracteristicas do
cromossomo para a rede neural: comprimento, indice centromérico e padrao de banda.
O comprimento, o indice centromérico e as caracteristicas do padrao de banda foram
encontrados usando o eixo médio (MAT). Para encontrar o eixo médio, um novo método,
o qual modifica o algoritmo de afinamento proposto por Gonzales em [33], foi apresentado.
A rede neural proposta possui duas camadas e usa o backpropagation como algoritmo de
treinamento. A classificagdo com erro minimo foi obtida usando 27 n6s na camada de
entrada (um para comprimento, um para indice centromérico e 25 para a densidade) e 24
n6s na camada escondida. Um dos problema do sistema é que o algoritmo de localizagao
do centromero nao pode ser aplicado a cromossomos do grupo D e G, porque o braco
menor destes cromossomos é muito pequeno. Outro problema é que o algoritmo usado
para treinamento da rede exige muito tempo de processamento.

Pantaleao [11] propos o SCACC (Sistema Computadorizado para Anélise e Classifi-
cagao Citogenética) que tem por objetivo reconhecer automaticamente os cromossomos
humanos e analisar a leucemia pro-mielocitica aguda. Apos ser feita a aquisicao da im-
agem, o usuario pode aplicar algumas funcoes de pré-processamento como compensacao
de brilho, contraste, saturacao e matiz. Em seguida o sistema aplica um filtro de suaviza-
¢ao baseada na mediana de tamanho 3x3 e uma operagao de limiarizacao, baseada no
histograma da imagem. A deteccao das bordas dos objetos é feita baseada no ope-
rador Laplaciano 3x3, permitindo assim a segmentacao dos cromossomos. Para o re-
conhecimento automatico dos cromossomos foi utilizado o enfoque lo6gico-combinatorio,
baseando-se no conceito de analogia. Caracteristicas extraidas do padrao de banda, a
area e a compacidade foram usadas no processo de classificacao dos cromossomos. Para a
detecgao da leucemia pro-mielocitica foi desenvolvido um novo método de prolongamento
das extremidades do eixo médio dos cromossomos, baseado na técnica de extrapolagao
pelos minimos quadrados. O indice de acerto do sistema SCAAC, no processo de classifi-
cagao, ¢ baixo, quando comparado com outros sistemas. Problemas como a sobreposicao
de cromossomos e a localizacao do centromero nao sao tratados no trabalho. Além disso,
a rotina de rotacao dos cromossomos apresenta limitagoes, visto que a rotacao é feita

baseando-se somente nos valores méaximos e minimos nos eixos x e y.
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Foram propostos outros sistemas de menor abrangéncia, que nao incluem separagao de
cromossomos que se tocam ou sobrepostos, nem deteccao do centromero ou classificagao
de forma automética. Dentre estes podemos citar o Micro Measure [34], que tem como
objetivo auxiliar os citogeneticistas no processo de medicao do tamanho dos cromosso-
mos. No entanto, este sistema nao possui métodos de pré-processamento e segmentacao
automaticos. Usando o sistema, o usuario marca interativamente as extremidades do cro-
mossomo e alguns pontos que representam a curvatura do brago do cromossomo, bem
como a posi¢ao do centromero. Com base nestas informacgoes o sistema calcula o indice
centromérico e o tamanho do cromossomo, possibilitando que cada cromossomos seja ro-
tulado. Apesar do sistema nao apresentar processamentos automaticos, este ja apresenta
um avanco em relacao ao processo manual de medicao do tamanho do cromossomo e
calculo do indice centromérico.

Com o objetivo de auxiliar o pesquisador na elaboragao de sistemas mais precisos
de anélise da constitui¢ao cromossomica de peixe, Bressane-Neto et al. [35] propuseram
um sistema computacional gerador de cariotipos de peixe. Na fase inicial o usuario deve
selecionar a foto e calibrar o padrao de cores a ser utilizado. Em seguida, o sistema faz a
segmentacao dos cromossomos, utilizando uma funcao recursiva. Apds a segmentacao, o
usuario, interativamente, faz a rotagao dos cromossomos e a classificagao segundo a relagao
dos bracgos. Para encontrar a relacao dos bracos, o usuario deve previamente identificar
a posicao do centromero e das extremidades dos bracos, identificando pontos necessarios
para contemplar a curvatura do cromossomo. Para a montagem do cariotipo final os
cromossomos sao posicionados aos pares de acordo com o seu tamanho e morfologia. A
principal restricao do sistema é que tarefas como localizacao do centromero, célculo do
tamanho dos bracgos e a classificacao dos cromossomos, sao feitas interativamente, pelo
usuario. Além disso o sistema nao trata problemas de sobreposi¢ao ou de separacao dos
cromossomo que se tocam.

O sistema comercializado pela Applied Imaging, o Cytovision [36], pode ser usado
para montar o cariotipo de diferentes espécies. Mas este sistema requer como entrada um
template definido pelo usuario. Assim, o Cytovision nao pode ser usado para montar o

cariotipo de peixe porque nao é possivel montar este template previamente, visto que o
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nimero de cromossomos e o0 nimero de pares de cromossomos nao é conhecido a priori.
A Tabela 2.1 resume os sistemas de apoio a montagem de cari6tipo e destaca o método

de segmentagao utilizado, se o sistema possui (ou nao) procedimento automatico para

separacao de cromossomos sobrepostos ou que se tocam, o método de classsificacao e o

conjunto de caracteristicas utilizado e a sua aplicacao.
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Sistema | Método Seg- | Separacao dos | Método de Classi- | Caracteristicas Aplicacao
mentacao Cromossomos | ficagao usadas na
Sobrepostos/ Classifica¢ao
que se tocam
Ledley Limiarizacao e | Nao possui Reconhecimento Area, compri- | Humanos
et al. | contorno de padroes | mento e relacao
[16] sintaticamente entre os bracos
dirigido
Van Shadding Manual Método Padrao de | Humanos
Vliet et | Correction, bayesiano.  Usa | banda, CI e
al. [17] Threshold, uma base de | comprimento
operacoes dados treinada
binarias
Jennings | Nao possui Nao possui Rede Neural: | Padrao de | Humanos
and Multi-layer banda, CI e
Graham perceptron e | comprimento
[18] Kohonen self-
organizing
Detcheva | Filtro, limia- | Manual Regras heuristi- | Padrao de | Humanos
[20],[19] | rizagdo e con- cas definidas pelo | banda, CI, area
torno citogeneticista e comprimento
Lerner Nao possui Nao possui Rede Neural | Caracteristicas Humanos
et al. MLP baseadas no
[21] MAT: CI,
padrao de
banda e compri-
mento
Todesco | Nao possui Nao possui Rede Neural com | CI, compri- | Humanos
[23] funcdo de base ra- | mento, area e

dial

20 caracteris-
ticas extraidas
do padrao de

banda
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Sistema | Método Seg- | Separacao dos | Método de Classi- | Caracteristicas Aplicacao
mentacao Cromossomos | ficagao usadas na
Sobrepostos/ Classifica¢ao
que se tocam
Keller et | Limiarizacao Nao possui Sistema de In- | CI, densidade | Humanos
al. [24], | local e de- feréncia  Difusa, | média nor-
[25] teccao de sendo que este foi | malizada do
objetos comparado com | nivel de cinza
utilizando uma rede neural | (GRAY) e seis
componentes caracteristicas
conectados do padrao de
banda
Agam e | Limiarizagdo Tragar lin- | Nao possui Nao possui Humanos
Dinstein | global e | has  ligando
[26] método pontos de
seguidor interesse  do
de contorno contorno e
escolher a
melhor linha
que separa oS
Cromossomos
Lerner Separar os | Nao existe Rede Neural | CI, compri- | Humanos
[27] Cromossomos MLP utilizando | mento e 15
que se to- duas estratégias caracteristicas
cam baseado do padrao de
na técnica banda
CPOOS
Popescu | Limiarizacao, | Técnica do | Rede Neural mul- | Comprimento, Humanos
[28] remogao caminho mais | tilayer feedfoward | area e 18

de ruido e
rotulacao
de regioes

conectadas

claro e CSSG

caracteristi-
cas baseadas
na WDD
(Weighted

Density Distri-

bution)
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Sistema | Método Seg- | Separacao dos | Método de Classi- | Caracteristicas Aplicacao
mentacao Cromossomos | ficagdo usadas na
Sobrepostos/ Classifica¢ao
que se tocam
Graham | Nao possui Classificagao Utiliza base de | Padrao de | Humanos
[30],[31] usando a téc- | dados do PCM banda
nica do PCM
e a forma do
€romossomo
(PDM)

Cho [32] | Nao possui Nao possui Rede Neural | Comprimento, Humanos
usando o back- | CI e 25 ca-
propagation racteristicas

da padrao de
banda
Pantaledao Filtro medi- | Nao possui Enfoque légico- | Area, com- | Humanos
[11] ano, limiariza- combinatoério pacidade,
¢ao, operador Caracteristi-
laplaciano cas extraidas
do padrao de
banda

Micro Nao possui Nao possui Nao possui Nao possui Qualquer

Measure organismo

[34]

Bressane-| Algoritmo re- | Nao possui Manual Manual Peixe

Neto cursivo

[35]

Tabela 2.1: Resumo dos principais sistemas existentes para montagem de caridtipo
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2.8 Consideracoes Finais do Capitulo

A montagem de caridtipos é uma tarefa importante na rotina dos laboratorios de cito-
genética. Varios cientistas tém tentado automatizar este processo de modo a torna-lo
mais rapido e menos sujeito a erro.

Visando atender a necessidade dos laboratoérios de citogenética, que trabalha no estudo
do cariotipo de peixe, propomos o SiMCaPe - Sistema para Montagem de Cariétipos de
Peixe. Este sistema tem como objetivo tornar a montagem de cariétipos de peixe uma
tarefa mais rapida, facil e com menores chances de erros. Ao final de cada etapa do
sistema, o usudario pode alterar manualmente os resultados propostos pelo sistema, caso
julgue necessario.

Apesar de existirem muitos sistemas que montam o cariétipo humano, estes nao podem
ser aplicados para peixe por trés razoes principais: i) a maioria destes sistemas utilizam
padrao de banda como uma das caracteristicas utilizadas no processo de classificacao.
Como os peixes nao apresentam esta caracteristica, torna-se inviavel a utilizacao destes
sistemas; ii) os peixes ndo possuem um nimero fixo de cromossomos. O nimero de
cromossomos varia de acordo com espécie de peixe, e existem alguns casos, onde individuos
da mesma espécie apresentam ntimero de cromossomos diferentes. No humanos, existe um
numero fixo de cromossomos que é 46. iii) nos humanos existem 46 cromossomos divididos
em 22 pares e 1 par relacionadas ao sexo. Portanto, um individuo normal possui 23 pares
de cromossomos, sendo que as caracteristicas de cada par sao previamente conhecidas.
Nos peixes, como 0 nimero de cromossomos varia, nao existe um ntmero fixo de pares de
cromossomos. Além disso as caracteristicas de cada par nao sao previamente conhecidas.

Para montar o cariotipo de peixe utilizando o SiMCaPe, o processo ¢ dividido em
quatro etapas principais: pré-processamento da imagem e segmentacao dos cromossomos,
extracao das caracteristicas dos cromossomos, classificacao dos cromossomos em uma das
quatro classes pré-definidas e finalmente pareamento. Além destas funcionalidades, o
sistema possibilita o armazenamento do cariétipo em um Banco de Dados, para futuras
consultas ou alteracoes e disponibiliza uma interface grafica que permite escolher o melhor

cariotipo, que representa uma populacao em estudo. Os proximos capitulos apresentarao
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em detalhes cada uma das etapas do sistema sendo proposto bem como os resultados

encontrados.
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Capitulo 3

Segmentacao dos Cromossomos e

Extracao de Caracteristicas

3.1 Introducao

As primeiras tarefas do processo de montagem de cariotipos diz respetio a segmentacao da
imagem e extracao das caracteristicas dos cromossomos. Em seguida, o processo consiste
em classificar os cromossomos e parei-los, montando assim o cariotipo final.

A segmentacao da imagem é uma das tarefas mais dificeis da montagem do cariotipo,
devido ao fato de que as imagens nao apresentam boa qualidade e os cromossomos as
vezes estao muito proximos uns dos outros ou mesmo sobrepostos.

Este capitulo tem como objetivo apresentar o processo de segmentacao da imagem,
utilizando conjuntos difusos, e o processo de extragao das caracteristicas de cada cromos-

somo, que estao integrados ao SiMCaPe.

3.2 Visao Geral da Fase de Segmentacao e Extracao de
Caracteristicas

Para iniciar o processo de montagem do cariotipo de peixe, o sistema SiMCaPe deve

receber como entrada uma fotomicrografia digitalizada de uma célula em metafase. A
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fotomicrografia pode estar no formato JPG, BMP, GIF ou TIF. Apos receber a imagem,
o primeiro passo do sistema consiste em pré-processar a imagem, a fim de melhorar o
contraste entre cromossomos e fundo, e eliminar ruidos.

Em seguida inicia-se o processo de segmentacao da imagem, cujo objetivo é separar
os cromossomos do fundo da imagem. No entanto alguns cromossomos nao podem ser
separados nesta etapa porque estao se tocando ou estao sobrepostos. Um procedimento
é aplicado a imagem a fim de separar os cromossomos que se tocam. No caso de cromos-
somos sobrepostos, o SiMCaPe dispoe de uma interface grafica para que o citogeneticista
0s separe interativamente.

Depois de segmentados, o proximo passo consiste em rotacionar os cromossomos para
a posicao vertical a fim de facilitar a localizacao do centromero. Para a rotacao dos
cromossomos, primeiramente calcula-se o esqueleto do cromossomo, em seguida o eixo
principal do esqueleto é detectado e entao o cromossomo é rotacionado.

Apos a rotacao, um procedimento para localizacao do centromero é executado. Com
base na posi¢ao do centromero, o tamanho dos bracos dos cromossomos sao medidos e as
variaveis AR (razao entre os bragos) e CI (indice centromérico) sao calculadas, veja se¢ao
2.3. Além destas, outras caracteristicas sao também calculadas como perimetro, tamanho
e niimero de cromossomos.

A Figura 3.1 mostra uma visao geral da fase de segmentacao e extragao de carac-
teristicas. As proximas secoes detalham cada uma das etapas envolvidas nesta fase do

processamento.

3.3 Pré-processamento da imagem

A imagem da célula de peixe no estiagio da metafase, em geral, ¢ uma imagem bastante
ruidosa e com baixo contraste. O fundo da imagem aparece como uma regiao mais clara
e 0S CrOmOSSOMOos aparecem como regides mais escuras. £ comum a ocorréncia de alguns
artefatos na imagem, que sao regioes escuras da imagem, que nao S0 Cromossomos, e que

devem ser eliminados.

A aplicacao direta de um método de limiarizacao para pré-processar a imagem resulta
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Figura 3.1: Visao geral das etapas de segmentacao e extracao de caracteristicas

em perda de partes do cromossomo ou agregacao de cromossomos que estao proximos,
passando a representar uma s6 regiao.

O objetivo da etapa de pré-processamento ¢ melhorar o contraste da imagem de en-
trada e eliminar os ruidos do fundo. Para realizar esta etapa, os seguintes passos sao
executados: aumento do contraste usando uma funcao quadrética, realce da imagem

baseada em conjuntos difusos e limiarizacao e rotulacao das regides 8-conectadas.

3.3.1 Aumento de contraste

N

Inicialmente é aplicada a imagem original uma funcao que aumenta o contraste entre
os cromossomos e o fundo (background), veja Equacao 3.1. O objetivo desta funcao é
tornar os pizels que pertencem aos cromossomos ainda mais escuros. Os pizels do fundo
também se tornam mais escuros, mas numa proporc¢ao menor. O resultado da aplicacao
desta funcao é mostrado na Figura 3.2.

(p;)”

Pj = oz ;onde p; é o j™ pizel da imagem (3.1)

3.3.2 Realce da imagem baseada em conjuntos difusos

A fim de auxiliar na remocao do fundo da imagem, realgando os cromossomos, uma fungao
de pertinéncia difusa é aplicada. O objetivo desta funcao é atribuir um grau de pertinéncia

difusa a cada um dos pizels da imagem. Este grau de pertinéncia ¢ um valor real que varia

31



\ru

(a)

Figura 3.2: Resultado obtido pela aplicagao da funcao quadratica expressa na Equacao

4.2 (a) imagem original (b) imagem com aumento de contraste

no intervalo entre 0 e 1. Se o grau de pertinéncia de um pizel é igual a 1 significa que,
com certeza, ele pertence a um cromossomo, se é igual a zero, com certeza este pirel nao
pertence ao cromossomo. Valores intermediarios indicam o grau com que o pizel pertence
a0 Cromossomo.

Para aplicar a funcao de pertinéncia difusa, o intervalo em niveis de cinza, que re-
presenta a regiao do cromossomo, deve ser estabelecido. Todos os pizels da imagem que
estiverem entre o limite inferior e o limite superior do intervalo previamente definido
pertencerao ao cromossomo com nivel de pertinéncia 1. Os pizels que tiverem valor maior
que o limite superior ou menor que o limite inferior, pertencerao ao cromossomo com um
nivel de pertinéncia difusa. A funcao de pertinéncia difusa com as caracteristicas citadas

acima é dada pela funcao mostrada na Equacao 3.2.

1, se L <p < L
1

mps) = T3 gL, —py|” ¢ P = (3.2)
1 . .
T3 8L, —p,|" se p; < L

Esta funcao é baseada no trabalho de Guliato et al. [37] e definida como 1y : I — [0, 1],
onde I ¢ a imagem, p; é o j™ pizel da imagem I, L; and L, determinam o intervalo que
caracteriza o centro do cromossomo em niveis de cinza e § determina a abertura da funcao
de pertinéncia: valores altos resultam em uma fungao com comportamento severo e valores
baixos resultam em uma funcao com comportamento permissivo.

O limite inferior L; usado na equacao 3.2 é zero, ji que a regiao central dos cro-

mossomos, na imagem com aumento de contraste, é mais escura que o fundo. O limite
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Figura 3.3: Resultado da aplicagao do procedimento de realce baseado em conjuntos

difusos

superior L, é calculado pelo sistema, mas pode ser alterado pelo citogeneticista caso seja
necessario. Para encontrar o valor do limite superior, primeiramente o histograma da
imagem realcada é calculado. O histograma da imagem com alto contraste, obtida no
passo anterior, em geral, apresenta dois picos principais que indicam o fundo da imagem
e os cromossomos. A partir destes picos, é possivel encontrar um limiar, que é o menor
ponto entre estes dois picos, usando o algoritmo de Kittler e Yan [38]. Este valor é usado
como o limite superior L;,. Como nem todas as imagens apresentam claramente estes dois
picos e o vale, em alguns casos o valor sugerido pelo sistema como limite superior pode
nao ser apropriado. Neste caso, o usuario pode alterar este valor interativamente.

Ao final do processo de realce, todos os pizels da imagem de alto contraste que tiverem
grau de pertinéncia 1, receberao o nivel de cinza correspondente ao da imagem original. Os
demais pizels serao representados por valores de niveis de cinza inversamente proporcionais
ao seu grau de pertinéncia difusa (quanto menor o grau de pertinéncia, mais alto o nivel de
cinza do pizel). A imagem resultante apresenta fundo proximo de branco e os cromossomos
sao representados de acordo com os niveis de cinza da imagem original. O resultado deste

procedimento é mostrado na Figura 3.3.

3.3.3 Limiarizagao e rotulagao da imagem

A Figura 3.3 mostra que a separacao entre cromossomos e fundo é mais evidente, no
entanto, o fundo ainda nao é totalmente branco, visto que na funcao de pertinéncia difusa
os pirels com baixo grau de pertinéncia receberam niveis de cinza alto, mas nao possuem
ainda o valor 255 (branco).

Para eliminar o fundo, inicialmente é aplicada sobre a imagem realcada uma limia-
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Figura 3.4: Resultado da operacao logica AND entre a imagem binaria e a imagem original

rizacao convencional a fim de obter uma imagem binaria e separar definitivamente os
cromossomos do fundo. O valor do limiar é obtido automaticamente pelo sistema uti-
lizando o histograma da image realgada e o algoritmo de Kittler e Yan [38], sendo que o
valor do limiar pode ser alterado pelo citogeneticista caso necessario.

Apo6s obter uma imagem binaria representada pelos valores 0 para o fundo e 1 para o
€romossomo, o passo seguinte consiste em rotular as regioes 8-conectadas, que representam
0s cromossomos, e extrair as medidas estatisticas: média, desvio padrao e valor do menor
nivel de cinza. Estas medidas estatisticas serao importantes para o processo de separacao
dos cromossomos que se tocam. Note que cada regiao rotulada representa um cromossomo,
mas devido ao fato de alguns cromossomos estarem muito proximos ou sobrepostos, uma
regiao pode representar mais de um cromossomo. A separagao dos cromossomos que se
tocam serad tratada na secao 3.4.1

Por ultimo, é feito uma operacao logica AND, entre a imagem binaria e a imagem
original. A nova imagem tera o valor 255 onde na imagem bindria for 0; e tera o valor do
pizel da imagem original onde na imagem binaria for 1. O resultado final é uma imagem
original com o fundo representado pela cor branca (sem artefatos), mostrada na Figura

3.4.

3.4 Segmentagao da imagem baseada no contorno

Apos a obtencao da imagem pré-processada, onde os cromossomos encontram-se realcados
e o fundo branco, inicia-se o processo de segmentacao da imagem. O objetivo desta fase
¢ segmentar os cromossomos baseado no contorno. Métodos para segmentar automatica-

mente cromossomos sobrepostos nao sao tratados neste trabalho. No entanto, o SiMCaPe
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Figura 3.5: Resultado da aplicacao da funcao de pertinéncia difusa definida na Equacao

3.3

disponibiliza uma interface gréifica que permite ao citogeneticista separar os cromossomos
sobrepostos.

Para o processo de segmentacao, cada cromossomo é primeiramente representado por
um conjunto difuso que preserva a informacao da regiao de transi¢ao entre cromossomos
e o fundo. A funcao de pertinéncia difusa, mostrada na Equacao 3.3 é aplicada a cada
regiao 8-conectada (possivelmente um cromossomo), que foi rotulada na etapa de pré-

processamento.

I, se mvRy < p; < p—7%
pa(p;) = (3.3)

1 -
T+ 0]((u—9) —py)| 20

Nesta equacao, mv Ry, i and o sao o valor do menor nivel de cinza, a média e o desvio

padrao da regiao 8-conectada, respectivamente. A variavel J é a abertura da funcao de
pertinéncia difusa.

Neste processo, os pixels dentro e ao redor de cada cromossomo serao representados
de acordo com seu nivel de similaridade com respeito a caracteristica da regiao central do
cromossomo dada por i - , onde i e 0 sao a média e o desvio padrao do cromossomo que
esta sendo segmentado. Assim, ao final do processo, os pizels com grau de pertinéncia
1 serdao representados pelo nivel de cinza 0 (preto) e os pizels com grau de pertinéncia
0 serdo representados pelo nivel de cinza 255 (branco). Os demais graus de pertinéncia
serao representados por niveis de cinza inversamente proporcionais. A Figura 3.5 mostra
o resultado deste processo. Note que o fundo é branco e as regioes de transicao entre

cromossomos e o fundo sao claramente representadas.
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Figura 3.6: Resultado da aplicacao da limiarizacao

3.4.1 Separacao dos cromossomos que se tocam

Dois cromossomos se tocam quando suas fronteiras possuem uma regiao em comum. Como
a regiao de fronteira, representada por conjuntos difusos e mostrada na Figura 3.5, é mais
clara que a parte central do cromossomo (condi¢ao garantida pelo processos anteriores),
uma limiarizagao global pode ser executada para separar os cromosomos que se tocam,
preservando a regiao central dos cromossomos.

Uma vez realizados varios testes, o valor do limiar global foi fixado no nivel de cinza
50. A imagem resultante apos a aplicagao da limiarizagao é mostrada na Figura 3.6. A fim
de eliminar os artefatos indesejados produzidos pelo processo de limiarizacao, um filtro
mediano ¢ aplicado na imagem.

Se no minimo dois cromossomos sao separados, todos os cromossomos devem ser ro-
tulados novamente usando a imagem binéria, resultante do aplicacao do filtro. Durante
a rotulacao, um pizel semente ¢ encontrado para cada regiao rotulada que sera posterior-
mente utilizado para segmentar os cromossomos.

Em alguns casos, os cromossomos que se tocam nao sao separados pelo processo de
segmentacao. Para este caso, o SiMCaPe disponibiliza uma interface grafica que permite
que O uSudario separe 0s Cromossomos que se tocam, bem como separe 0S Cromossomos

sobrepostos.

3.4.2 Segmentacao dos cromossomos

O resultado do processo anterior de separacao dos cromossomos que se tocam, produz uma
imagem binaria, onde os cromossomos sao representados por pizels preto e o fundo por
pizels branco. Agora, uma operacao logica AND é executada, entre a imagem resultante

do processo de filtragem, Figura 3.7 (a) e a imagem obtida na etapa de pré-processamento,
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segao 3.3.3, Figura 3.7 (b). Este procedimento elimina a drea comum entre cromossomos
adjacentes produzindo uma imagem em niveis de cinza que nao possui Cromossomos que

se tocam, veja Figura 3.7 (c).
A def I I

(a) (b) (c)

Figura 3.7: Operacao logica AND (a) imagem resultante do processo de filtragem (b)

imagem resultante do pré-processamenteo (c) imagem resultante da operagao logica AND

entre as imagens (a) e (b).

Agora, usando o pirel semente obtido anteriormente, secao 3.4.1, um algoritmo de
crescimento de regiao é aplicado na imagem em niveis de cinza, para detectar o contorno
de todos os cromossomos. O algoritmo parte de um pizel semente, obtido na etapa de
rotulacao, e analisa a vizinhanca 8-conectada do pizel. Caso o valor do pizel vizinho seja
menor que um limiar ele é colocado como pertencente a regiao e a sua vizinhanca serd
analisada a seguir, gerando assim uma recursividade. Quando o valor do pizel vizinho
for maior que um determinado limiar, o algoritmo péra, e marca este pirel pertencente
ao contorno. De acordo com testes, o nivel de cinza 50 para o limiar tem proporcionado
bons resultados.

Em seguida, um poés-processamento ¢ feito para eliminar alguns artefatos e garantir
que o contorno tenha 1-pizel de largura. O contorno do cromossomo é usado para obter
seu perimetro, que serd usado para calcular os descritores de caracteristicas CI e AR, bem
como para obter os limites da regiao retangular de cada cromossomo, que sao os valores
maximos e minimos nos eixos X e Y (minX, minY, maxX, maxY). A Figura 3.8, mostra

o resultado do contorno sobreposto a imagem original.
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Figura 3.8: Resultado do contorno sobreposto a imagem original

3.5 Rotacao dos cromossomos

Antes de realizar a extracao de caracteristicas de cada cromossomo é necessario rotaciona-
los para a posicao vertical. O SiMCaPe disponibiliza um método para rotagao automatica
dos cromossomos, que baseia-se na orientacao do eixo central do seu esqueleto.

O processo de rotagao utiliza como entrada a imagem bindria obtida pelo processo de
limiarizagao, apresentado na secao 3.4.1. Como os bragos do cromossomos, em geral, es-
tao disjuntos, antes de rotacionar os cromossomos ¢é necessario fazer um preenchimento da
regiao entre as cromatides, a fim de tornar o cromossomo uma regiao convexa. O preenchi-
mento é feito na direcao horizontal, vertical e diagonal. O objetivo deste preenchimento
é tornar o cromossomo o mais convexo possivel de forma que o seu esqueleto possua o
minimo de ramificagoes possiveis.

Apo6s o preenchimento da regiao entre as crométides, o esqueleto do cromossomo é
calculado. O algoritmo usado para encontrar o esqueleto foi o de Holt [39], sendo que
depois foi aplicado o algoritmo de staircase removal [39] a fim de obter um esqueleto com
1-pizel de largura. Na proxima secao serd explicado em detalhes o método de Holt e o
staircase removal.

Apos obter o esqueleto, este pode apresentar algumas ramificagoes, o que dificulta a
escolha do eixo principal a ser usado na rotacao. Assim, um pos-processamento é feito no
esqueleto a fim de eliminar ramificagoes extras e manter somente o eixo principal.

Depois de obter um cromossomo sem ramificacoes extras, uma reta é tracada ligando
as extremidades do esqueleto. O angulo de inclinagao desta reta é o angulo utilizado
para realizar a rotacao do cromossomo. A Figura 3.9 mostra os resultados do processo de
esqueletonizacao e rotagao para um cromossomo que possui esqueleto sem ramificagoes. A

Figura 3.10 mostra os resultados do processo de rotacao para um cromossomo que possui
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o esqueleto com ramificacoes.

Figura 3.9: Resultado do processo de rotagao (a) imagem binaria com a regiao entre as
cromatides preenchida e o esqueleto sobreposto (b) imagem binaria rotacionado de acordo

com o seu esqueleto (¢) imagem original rotacionada de acordo com o seu esqueleto

> R

(a) (b) (c) ()

Figura 3.10: Resultado do processo de rotacao para uma imagem que possui esqueleto
com ramifica¢oes (a) imagem bindria com a regido entre as cromatides preenchida e o
esqueleto sobreposto (b)imagem binéaria com o esqueleto sem ramificagdes (¢) imagem
binaria rotacionado de acordo com o seu esqueleto (d) imagem original rotacionada de

acordo com o seu esqueleto

Muitas vezes, nao é possivel eliminar as ramificacoes extras e encontrar o eixo princi-
pal. Nestes casos, os cromossomos sao rotacionados incorretamente, e portanto, necessi-
tam ser rotacionados com intervencao do usuério. Para estes casos, uma interface grafica
¢ disponivel que permite ao citogeneticista rotacionar o cromossomo interativamente, in-

formando ao sistema o valor do angulo a ser utilizado.
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3.5.1 Meétodo de Holt

O processo de esqueletonizacao ou esqueletizacao consiste em diminuir o niimero de pizels
que representam uma imagem, preservando sua forma original. Varios algoritmos de
esqueletonizagao tém sido proposto, dentre eles podem citar: Algoritmo de Hilditch [40],
Algoritmo de Stentiford [41], Algoritmo de Zhang-Suen [42]| e Algoritmo de Holt [39].

Neste trabalho, os esqueletos produzidos pelos 4 algoritmos citados anteriormente
foram comparados. Levando-se em consideracao que os esqueletos obtidos foram semel-
hantes e que o algoritmo de Holt ¢ mais rdpido que os outros 3 algoritmos citados e nao
envolve iteragoes, este algoritmo foi escolhido.

O algoritmo de Holt utiliza duas expressoes logicas para eliminar ou nao um pixel. Se
o resultado das expressoes logicas for falso, o pizel deve ser eliminado, caso contrario, ele
nao deve ser eliminado. As expressoes logicas sao mostradas nas Equacoes 3.4 e 3.5.

Nas equagoes 3.4 e 3.5, v() representa o valor do pizel e retorna verdadeiro se o pizel
pertence ao cromossomo e falso caso contrario, edge() indica verdadeiro se o pizel estiver
na borda do objeto e falso caso contrario. Um pizel pertence a borda se sua conectividade
for 1 e se possui de 2 a 6 vizinhos pretos. A conectividade indica o ntimero de transi¢oes
de um ponto preto para um branco no sentido horério da vizinhanca 8-conectada de um
pizel. As letras N, S, L e O representam a vizinhanca 3 x 3 do pizel central C, conforme

mostra a Figura 3.11

v(C) A (medge(C) V (v(L) ANv(S) A (v(N) Vo(0)))) (3.4)

v(C) A (medge(C) V (v(O) Av(N) A (v(S) Vo(L)))) (3.5)

As duas expressoes logicas, Equacao 3.4 e 3.5, foram combinadas por Holt, gerando a

expressao mostrada na Equacao 3.6.

v(C) A (medge(C) V (edge(L) ANv(N) Av(S)) V (edge(S) Av(O) ANv(L)) V (edge(L) A

edge(SE) A edge(S)))
(3.6)
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Figura 3.11: Vizinhanc¢a de um pixel C, usada no algoritmo de Holt
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Figura 3.12: Mascaras utilizadas no processo de staircase removal

3.5.2 Meétodo de Staircase Removal

A fim de melhorar o resultado da Equacao 3.6, Holt propos o método do staircase remouval.
O método do staircase usa a propriedade: metade dos pizels que apresentam uma forma
semelhante a uma escada podem ser removidos sem afetar o formato ou a conectividade
do objeto. O ponto central das méscaras, mostradas na Figura 3.12, podem ser apagados

se um dos valores X for 0 (branco).

3.6 Extracao das caracteristicas do cromossomo

Depois de separar os cromossomos e rotaciona-los, inicia-se a fase de extracao das carac-
teristicas do cromossomo. Estas caracteristicas serao usadas nos processos de classificacao
e pareamento dos cromossomos.

A primeira caracteristica extraida é a largura e altura do cromossomo. Em seguida é
calculado o perimetro através da contagem do niimero de pizels que pertencem ao contorno
do cromossomo.

No entanto, a caracteristica mais importante extraida do cromossomo é a posicao do

centromero, pois a partir dela sera calculado o indice centromérico e a razao entre bragos,
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que serao utilizadas como parametros de entrada para o processo de classificacao. A

proxima secao mostra em detalhes o algoritmo para localizacao do centromero.

3.6.1 Localizacao do centromero utilizando um vetor de projecao

A localizacao do centromero é feita com base em um vetor de projecao horizontal. Este
vetor de projecao é obtido analisando cada linha da imagem e somando o ntmero de
pizels que pertencem ao cromossomo, ao longo desta linha. O uso do vetor de projecao,
com este proposito, foi primeiramente proposto por Moradi et al. [43], que aplicou este
método para localizar o centromero em cromossomos humanos. O vetor de projecao,
como o proposto por Moradi et al. [43| ndo funciona bem quando aplicado diretamente a
cromossomos de peixe, visto que nos peixes as cromatides estao separadas.

Para localizar o centromero do cromossomos de peixe, usando a proposta do vetor
de projecao, inicialmente cada imagem binéria rotacionada, deve ter a regiao entre as
cromatides preenchidas novamente, na direcao horizontal. Este processo torna cada cro-
mossomo uma, regiao convexa, preservando sua morfologia externa. Depois de analisar
cada linha da imagem binaria do cromossomo, o vetor de projecao resultante pode ser
visto como uma skyline que possui dois ou mais picos e alguns vales, como mostra a Figura
3.13.

A posicao do centromero é o ponto mais baixo localizado na maior bacia. Para definir a
maior bacia da skyline, um algoritmo baseado na transformada de watershed foi usado [44].
Este algoritmo ¢ bem sucedido quando os cromossomos sao metacéntricos, submetacén-
tricos e subtelocéntricos. Para a localizacao automatica do centromero dos cromossomos
acrocéntricos, o método proposto nao apresenta bons resultados. Neste caso, o citoge-
neticista deve marcar interativamente a posicao do centromero. A Figura 3.14 mostra trés

diferentes classes de cromossomos com a posi¢cao do centromero sobreposta a imagem.

3.6.2 Calculo do indice centromérico e razao entre bracos

A partir da posicao do centromero, duas importantes medidas podem ser extraidas dos

cromossomos: o indice centromérico (CI) e a razao entre bracos (AR). Estas duas medidas
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Figura 3.13: Calculo do vetor de projegao (a) imagem do cromossomo depois que a regiao
entre as cromatides foi preenchida (b) vetor de projegao usado para escolher a posi¢ao do

centromero

Figura 3.14: Resultado da localizagdo do centromero (a) cromossomo metacéntrico; (b)

cromossomo submetacéntrico e (¢) cromossomo subtelocéntrico

43



serao utilizadas nos processos de classificacao e pareamento dos cromossomos.
Formalmente o calculo do indice centromérico é dado pela Equacao 2.2 e o calculo da
razao entre bragos é dado pela Equagao 2.1, apresentadas na se¢ao 2.3. Como o processo
para medir os bracos do cromossomo é bastante subjetivo o sistema SiMCaPe propoe
calcular o CI e o AR da seguinte forma: i) Para o CI, o comprimento(p) foi calculado
usando o perimetro da parte superior a posicao do centromero, incluindo os dois bragos
do cromossomo, e o tamanho do cromossomo foi calculado usando o perimetro total do
cromossomo ii) Para o AR, o comprimento(q) foi calculado usando o perimetro do maior
bra¢o maior do cromossomo e o comprimento(p) foi calculado usando o perimetro do

maior brago menor do cromossomo.

3.7 Consideracoes Finais do Capitulo

Este capitulo apresentou em detalhes o processo de segmentagao e extracao de caracteris-
ticas. Para o processo de segmentacao, foram utilizados métodos baseados em conjuntos
difusos que permitem representar a regiao de transicao entre cromossomos e foi utilizado
também o contorno dos cromossomos. Para a extracao de caracteristicas dos cromosso-
mos, estes foram previamente rotacionados utilizando a orientacao do eixo principal do
seu esqueleto. Para a extracao da posicao do centromero foi utilizado um vetor de pro-
jecao horizontal do cromossomo. A partir da posicao do centromero, as medidas CI e AR
foram calculadas.

Agora que os cromossomos estao separados e suas caracteristicas foram extraidas,
o proximo passo consiste em classificar os cromossomos e parea-los, montando assim o
cariotipo final da espécie. O proximo capitulo apresentarda os métodos utilizados para a
classificacao e pareamento de cromossomos de peixe. Também serd mostrado o processo

para a escolha do melhor cariétipo, de uma dada populagao em estudo.
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Capitulo 4

Classificacao e Pareamento

4.1 Introducao

A partir do momento que as caracteristicas foram extraidas de cada cromossomo, inicia-se
a fase de reconhecimento, que é composta das tarefas de classificacao e pareamento.

As tarefas de classificacao e pareamento sao bastante subjetivas, sendo que o cito-
geneticista necessita ter experiéncia anterior para conseguir executa-las. A funcao do
SiMCaPe, nesta etapa, é transformar o conhecimento do citogeneticista em regras que
permitam classificar os cromossomos e pared-los de acordo com a sua similaridade. Além
disso, ao final do estudo de uma dada populacao é necesséario escolher o melhor cariotipo,
ou seja, um cariotipo que esta associado a uma metéafase e que melhor representa aquela
populacao. Entao torna-se necessario o desenvolvimento de uma interface que auxilie o
citogeneticista a tomar esta decisao.

O objetivo deste capitulo é apresentar o desenvolvimento da etapa de classificacao

utilizando um sistema de inferéncia difusa e da etapa de pareamento.

4.2 Visao geral das etapas de classificacao e pareamento

Uma vez extraidas as caracteristicas de cada cromossomo, torna-se necessario agrupar
estas informacoes a fim de que o cromossomo possa ser classificado. Para a classificacao,

em geral, os citogeneticistas tém utilizado as medidas razao entre bragos (AR) e indice
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Figura 4.1: Visao geral das etapas de classificagao e pareamento

centromérico (CI). A partir destas medidas, o SiMCaPe disponibiliza um sistema de infe-
réncia difusa, que utiliza o método de Mamdani, a fim de classificar cada cromossomo em
uma das 4 classes conhecidas: metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocén-
trico.

Apobs serem classificados, os cromossomos da mesma classe devem ser pareados de
acordo com a sua similaridade. Uma caracteristica importante no pareamento é o tamanho
do cromossomo. Depois de pareados, obtém-se o cariotipo final da espécie. Este cariotipo
pode ser salvo em um banco de dados para posteriores consultas ou alteracoes.

Depois de montar o cariétipo de varios individuos de uma mesma populagao, o cito-
geneticista deve montar o cariétipo que represente esta populacao sendo estudada. Para
isso o SiMCaPe disponibiliza uma interface grafica onde o citogeneticista interativamente
escolhe o melhor cari6tipo.

Uma visao geral das etapas de classificacao e pareamento é mostrado na Figura 4.1.

4.3 Classificacao

O processo de classificacao proposto neste trabalho é baseado no sistema de inferéncia

difusa de Mamdani [45] e utiliza como entrada as variaveis CI e AR e retorna como saida
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quatro valores que representam o grau de pertinéncia difusa com que um dado cromossomo
pertence a cada uma das classes: metacéntrico, submetcéntrico, subtelocéntrico e acrocén-
trico. O cromossomo serd atribuido a classe que apresenta o maior grau de pertinéncia

difusa.

4.3.1 Sistema de Inferéncia Difusa: visao geral

Um dos primeiros sistemas de controle usando a teoria difusa foi desenvolvido por Mam-
dani e Assilam [45], cujo objetivo era controlar uma méquina a vapor, a fim de automati-
zar o trabalho de um operador humano. A proposta sugeria que o trabalho do operador
poderia ser feito por um sistema, usando a logica difusa, transformando a experiéncia do
operador em um conjunto de regras. O trabalho de Mamdani e Assilam apresentou bons
resultados e hoje, os sistemas de inferéncia difusa tém sido aplicados em muitas areas:
[46],[47], [48], [49] e [50].

Em geral, os sistemas de inferéncia difusa sao sistemas especialistas, que empregam
uma base de conhecimento, expressa em termos de regras de inferéncia difusa, e um
motor de inferéncia para resolver um dado problema. Este sistemas mapeiam duas ou
mais variaveis lingiiisticas de entrada, representadas no dominio da aplica¢cao, em uma
ou mais saidas que representam graus de pertinéncia difusa. As regras do sistema de
inferéncia difusa sao regras do tipo uf-then.

Um sistema de inferéncia difusa é composto de 4 modulos: fuzificagao das entradas,
uma base de regras difusas, um motor de inferéncia difusa e um modulo de defuzificagao.
A Figura 4.2 ilustra os modulos do sistema. A seguir serao detalhados cada um destes
modulos.

E importante notar que o primeiro passo do desenvolvimento de um sistema de infe-
réncia difusa é identificar as variaveis lingiiisticas de entrada e de saida, que sao relevantes
para o sistema, e o dominio destas variaveis. Para cada variavel de entrada e de saida
deve ser selecionado um conjunto de estados lingiiisticos, que sao expressos por niimeros
difusos apropriados. Estes ntimeros difusos representam roétulos lingiifsticos, como por
exemplo: pequeno, médio e grande. Assim é obtido uma quantizacao difusa das varidveis.

Depois de definida as variaveis de entrada e seus estados lingiiisticos, o conjunto de regras
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Figura 4.2: Modulos do sistema de inferéncia fuzzy

if-then pode ser modelado, em geral, usando a experiéncia do especialista.

Fuzificagao das Entradas

No modulo de fuzificagao as medidas obtidas para cada variavel de entrada sao conver-
tidas em conjuntos difusos apropriados a fim de expressar as incertezas presentes nestas
medidas. As medidas fuzificadas sao usadas pelo motor de inferéncia difusa para avaliar
as regras difusas.

Assim, uma funcgao de fuzificagao é introduzida para cada variavel de entrada com o
objetivo de interpretar as medidas destas varidveis, expressas por niimeros reais, em uma
aproximacao difusa mais realistica.

Em alguns sistemas de inferéncia difusa, as variaveis de entrada nao sao fuzificadas,
isto é, as medidas das variaveis de entrada sao empregadas diretamente no processo de

inferéncia como fatos.
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Base de Regras Difusas

Neste modulo o conhecimento pertinente ao problema é formulado em termos de um
conjunto de regras de inferéncia difusa. Estas regras podem ser obtidas pela experiéncia
do especialista ou obtidas por métodos de aprendizagem, como por exemplo redes neurais.

O esquema geral das regras difusas, é ilustrado na Equacao 4.1. O antecedente de
cada regra é conectado pelos operadores AND ou OR. Na equacao, X, ) e Z sao variaveis
lingiiisticas, cujos valores estao contidos nos dominios X, Y e Z respectivamente e A, B, C
sao numeros difusos [51] em X, Y, Z respectivamente, que representam predicados difusos

(estados lingiiisticos) como por exemplo: muito frio, frio, morno e quente.

IF Xis A AND YisB THEN ZisC (4.1)

Se em um dado sistema existirem duas varidveis de entrada e cada variavel for mo-
delada por quatro estados lingiiisticos, entao o niimero total de possiveis regras nao con-
flitantes é 42 = 16. No entanto, na pratica, somente um sub-conjunto destas possiveis

regras é suficiente para produzir um desempenho aceitével do sistema de inferéncia difusa.

Motor de Inferéncia Difusa

Neste modulo as variaveis de entrada do sistema de inferéncia difusa, que foram fuzificadas,
sao combinadas apropriadamente com as regras de informacao difusa para fazer inferéncias
com respeito as variaveis de saida. O resultado deste processo é um conjunto difuso, que
serd entao convertido em um numero real pelo processo de defuzificacao.

O método usualmente utilizado pelo motor de inferéncia difusa é o método da inter-
polacao [51]. O meétodo de interpolacao é constituido de 2 passos. No primeiro passo
é calculado a interseccao entre um dado fato e o antecedente de cada regra if-then do
conjunto de regras difusas. O fato representa a medida da variavel lingiiistica de entrada
e é representado por um conjunto difuso. O antecedente da regra, em geral, utiliza dois
termos e as fungoes t — norm e t — conorm para conecté-los. Entao neste passo ocorrer a
interseccao entre o fato e cada termo de cada regra difusa. Em seguida ocorre a aplicagao

das funcgoes t — norm e t — conorm para resolver o antecedente da regra. No segundo
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Figura 4.3: Modulo Motor de Inferéncia Difusa

passo o calculo da conclusao do motor de inferéncia difusa é obtido pelo truncamento
de cada conjunto difuso de saida das regras difusas, usando o valor obtido pelo primeiro
passo. A uniao destes conjuntos difusos truncados produzem um tnico conjunto difuso
representando cada variavel de saida. A Figura 4.3 mostra um esquema do médulo Motor

de Inferéncia Difusa usando o método de interpolagao.

Defuzificagao

O objetivo do moédulo de defuzificacao é converter cada conclusao obtida pelo motor de
inferéncia difusa, que é expresso por um conjunto difuso, em um nimero real. Alguns
métodos tém sido usados para o processo de defuzificacao, como exemplo, podemos citar:

centroide (centro de area), centro de méxima e média de maxima [51].
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4.3.2 Sistema de Inferéncia Difusa usado na Classificacao de Cro-

mossomos de Peixe

Embora os sistemas de inferéncia difusa sejam freqiientemente usados em aplicacoes na
engenharia, medicina e agricultura, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos para a area
de classificacao de cromossomos [24] e [25].

O sistema de inferéncia difusa proposto para o SiMCaPe, é baseado no método de
Mamdani e utiliza duas variaveis lingiiisticas de entrada: indice centromérico (CI) e razao
entre bragos (AR). A variavel lingiiistica de saida do sistema é o C'L;, que representa a
classe do cromossomo, sendo que ¢ assume o valor metacéntrico, submetacéntrico, subte-
locéntrico ou acrocéntrico.

Os modulos do sistema de inferéncia difusa para classificacao de cromossomos serao

visto em detalhes nas proximas secgoes.

Representacao das Variaveis de Entrada e Fuzificacao

As duas variaveis de entrada do sistema de inferéncia difusa, AR e CI, sao representadas
por numeros reais e foram calculadas de acordo com as equacoes 2.1 e 2.2 da segao 2.3.
O dominio da variavel lingiiistica CI é o conjunto dos ntimeros reais contidos no intervalo
entre 0 e 50. Como a variavel CI representa a razao entre o braco menor e o comprimento
total do cromossomo multiplicado por 100, temos que o brago menor do cromossomo pode
ser no maximo a metade (0.5) do tamanho total do cromossomo, ou seja, a variavel CI
nunca assumird valor maior que 50. O dominio da variavel lingiiistica AR é o conjunto
dos ntmeros reais no intervalo entre 1 e 10. Quando a razao entre o brago maior e o braco
menor do cromossomo for maior que 10 a variavel AR recebe o valor 10. Cada variavel
lingiiistica é representada pelo conjunto de estados lingiiisticos: {pequeno, médio, grande
e muito grande}.

O sistema também utiliza uma variavel lingiiistica de saida, que indica a classificacao
do cromossomo. A variavel lingiiistica de saida é representada pelo conjunto de estados
lingiiistico: {pequena, média e grande}.

A Figura 4.4 mostra os quatro niumeros difusos, que representam cada um dos estados
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do conjunto lingiiistico da variavel lingiiistica de entrada CI. A Figura 4.5 mostra os
quatro nimeros difusos, que representam cada um dos estados do conjunto lingiiistico
da variavel lingiiistica de entrada AR. A Figura 4.6 mostra os trés numeros difusos, que
representam cada um dos estados do conjunto lingiiistico da variavel lingiiistica de saida
CL;.

No sistema SiMCaPe as variaveis de entrada nao foram fuzificadas, ou seja, os valores

das variaveis de entrada foram empregados diretamente no processo de inferéncia.

Base de Regras Difusas

Como existem duas variaveis de entrada e cada uma delas é modelada por quatro estados
lingiiisticos, o nimero de regras de inferéncia difusa nao conflitantes é 16. No entanto

somente o subconjunto de regras relevantes foi utilizado pelo SiMCaPe. Como existem
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quatro possiveis classificacoes para o cromossomo, foram utilizadas quatro conjuntos de
regras de inferéncia difusa, um para cada classe do cromossomo. Cada conjunto de regras
difusas sera avaliado separadamente pelos modulos motor de inferéncia difusa e defuzifi-
cacao. Ao final o sistema produz quatro resultados, que indicam o grau de pertinéncia do

cromossomo a cada uma das quatro classes. Abaixo é mostrado cada conjunto de regras.

a) o conjunto de regras difusas para classificar o cromossomo na classe metacéntrico
(C'Lmetacentrico)

regra 1: IF CI is muito grande AND AR is muito grande then C'Lmetacentrico is grande
regra 2: IF CI is muito grande AND AR is grande then C'Lmetacentrico is grande
regra 3: IF CI is grande AND AR is muito grande then C'Lmetacentrico is grande
regra 4: IF CI is grande AND AR is grande then CLmetacentrico is média

regra 5: IF CI is médio OR AR is médio then C'Lmetacentrico is pequena

regra 6: [F CI is pequeno OR AR is pequeno then C'Lmetacentrico is pequena

b) o conjunto de regras difusas para classificar o cromossomo na classe submetacéntrico
(C' Lsubmetacentrico)

regra 1: IF CI is grande AND AR is grande then CLsubmetacentrico is grande

regra 2: [F CI is médio AND AR is grande then C'Lsubmetacentrico is grande

regra 3: IF CI is grande AND AR is médio then C'Lsubmetacentrico is grande

regra 4: IF CI is grande AND AR is muito grande then C'Lsubmetacentrico is grande
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regra 5: [F CI is muito grande AND AR is grande then C'Lsubmetacentrico is grande
regra 6: IF CI is médio AND AR is médio then C Lsubmetacentrico is média
regra 7: IF CI is pequeno OR AR is pequeno then C Lsubmetacentrico is pequena

¢) o conjunto de regras difusas para classificar o cromossomo na classe subtelocéntrico
(C'Lsubtelocentrico)

regra 1: IF CI is médio AND AR is médio then C Lsubtelocentrico is grande

regra 2: [F CI is grande AND AR is médio then C'Lsubtelocentrico is grande

regra 3: IF CI is médio AND AR is grande then C'Lsubtelocentrico is grande

regra 4: IF CI is médio AND AR is pequeno then C'Lsubtelocentrico is grande

regra 5: IF CI is pequeno AND AR is médio then C'Lsubtelocentrico is grande

regra 6: IF CI is grande AND AR is grande then C Lsubtelocentrico is média

regra 7: IF CI is muito grande OR AR is muito grande then C'Lsubtelocentrico is pequena

d) o conjunto de regras difusas para classificar o cromossomo na classe acrocéntrico
(C'Lacrocentrico)

regra 1: IF CI is pequeno AND AR is pequeno then CLacrocentrico is grande

regra 2: IF CI is pequeno AND AR is médio then C'Lacrocentrico is grande

regra 3: [F CI is médio AND AR is pequeno then CLacrocentrico is grande

regra 4: IF CI is médio AND AR is médio then C Lacrocentrico is média

regra 5: IF CI is muito grande AND AR is muito grande then C'Lacrocentrico is pequena
regra 6: IF CI is grande AND AR is grande then CLacrocentrico is pequena

Motor de Inferéncia Difusa

O motor de inferéncia difusa foi executado utilizando o método de interpolacao, citado
na secao 4.3.1. O primeiro passo do método de interpolagao é resolver o antecedente de
cada regra de cada conjunto de regras. Para isso, o operador légico AND foi modelado
usando uma fun¢ao de minimo e o operador lo6gico OR foi modelado usando uma funcgao
de maximo.

O proximo passo é executar conclusao do motor de inferéncia difusa através da impli-

o4



3

Figura 4.7: Imagem de um cromossomo de peixe, com seu centréomero localizado e que

posui CI = 31,7e AR = 2,15
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Figura 4.8: Conclusao do motor de inferéncia difusa para a regra 2 da variavel lingiiistica

C Lmetacentrico.

cacao THEN presente em cada regra de cada conjunto de regras, que ird produzir como
saida um conjunto difuso truncado. A Figura 4.7 mostra a imagem de um cromossomo, a
ser classificado, que possui CI = 31,7 e AR = 2,15. A Figura 4.8 ilustra o conjunto difuso
truncado resultante do método de interpolacao aplicado na regra nimero 2 da variavel
lingiiistica C'Lmetacentrico, para classificar o cromossomo mostrado na Figura 4.7.

Em seguida é executada a uniao dos conjuntos difusos truncados obtidos pela aplicacao
do método de interpolacao para cada uma das regras para a C'Lmetacentrico, produzindo
como resultado um tnico conjunto difuso, que serd defuzificado. A uniao foi modelada
pelo operador de maximo. A Figura 4.9 (a) mostra o resultado do método de implicagao
para cada regra da variavel lingiiistica C'Lmetacentrico, para o cromossomo da Figura
4.7 . A Figura 4.9 (b) mostra a conclusdo do médulo de inferéncia difusa para a variavel
lingiiistica C'Lmetacentrico. Como existem quatro conjuntos de regras difusas, um para
cada classe de cromossomos, entao o método de uniao é aplicado quatro vezes, um para

cada conjunto de regras, produzindo quatro conjuntos difusos
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Defuzificacao

O método proposto para defuzificar a saida do modulo de motor de inferéncia difusa é
o centro de area, também chamado de método de centro de gravidade ou método do
centroide [51]|. Neste método o valor defuzificado D(C) é definido como o valor dentro do
intervalo da variavel C'Li, para o qual a area abaixo do grafo da fun¢ao de pertinéncia
difusa C é dividida em duas areas iguais.

[ C(z)zdz

D= [ C(2)d= (4.2)

Para o caso discreto, no qual a variavel C é definida em um universo finito 2y, 29, ..2y,,

a formula é dada por:

2w Claw) 2
=St (43)

Como o sistema de inferéncia difusa produz quatro valores difusos, apds o processo
de defuzificacao, um para cada classe de cromossomo, o sistema devera escolher um deles
como a classe a qual o cromossomo sendo analisado pertence. O maior dos valores de
defuzificagao ¢é escolhido, sendo que a sua respectiva classe é a classe a que o cromossomo
pertence. Caso o citogeneticista queira, ele podera alterar a classificagao do cromossomo,
sugerida pelo sistema.

O resultado da defuzificacao para o conjunto C'Lmetacentrico exemplo é aplicado ao
da Figura 4.9 (b) e ¢ mostrado na Figura 4.10. Considerando o cromossomo mostrado na
Figura 4.7, o resultado da defuzificacao para os conjuntos C' Lmetacentrico, C' Lsubmetacentrico,
C Lsubtelocentrico e C Lacrocentrico é 6,2; 7,5; 2,8 e 1,5 respectivamente. O sistema clas-

sifica o cromossomo exemplo como pertencente a classe submetacéntrico.

Caso de empate

Nos casos de empate no processo de classificacao, o citogeneticista poderd escolher uma
das classes a qual o cromossomo pertence, ou deixar que o sistema faca a escolha usando
um procedimento de classificagao baseado no processo manual executado pelo citoge-

neticista. O processo manual de classificagao leva em consideragao somente a variavel AR
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Figura 4.10: Método do centroide aplicado ao resultado da agregagio 4.9 (b), resultando

no valor 6,2.

e utiliza as seguintes regras de classificagdo. Se o valor do AR estiver no intervalo [1; 1, 7]
o cromossomo é classificado como metacéntrico; se o CI estiver no intervalo |1,7;3], o
cromossomo ¢é classificado como submetacéntrico; se o CI estiver no intervalo ]3,0;7] o
cromossomo ¢é classificado como subtelocéntrico e se o CI for maior que 7, o cromossomo

é classificado como acrocéntrico.

4.4 Pareamento

Apos executada a etapa de classificacao, os cromossomos sao pareados de acordo com sua
similaridade. O pareamento é feito entre os cromossomos de uma mesma classe.

Inicialmente, os cromossomos de cada classe sao ordenados segundo o seu tamanho,
determinado pelo seu eixo longitudinal. Os cromossomos sao entao dispostos em ordem
decrescente de tamanho, organizado em pares.

Antes de realizar o pareamento, o citogeneticista deve selecionar os chamados cromos-
somos B. Estes cromossomos, ja mencionados na segao 2.6, se caracterizam por nao serem
pareados com nenhum outro cromossomo. Depois que o citogeneticista seleciona estes
cromossomos, eles sao entao excluidos do processo de pareamento e aparecem no final da
classe, apos o ultimo par de cromossomos, ou apés o ultimo cromossomo que nao possui
par. Em peixes, cada classe pode conter um ntimero par ou impar de cromossomos, entao
um Ccromossomo que nao possui par, nao é necessariamente um cromossomo B.

Ao final do processo de pareamento, o cariotipo final de um peixe é obtido. Este

cariotipo pode ser interativamente alterado pelo citogeneticista, caso deseje modificar os
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pares de cromossomos ou alterar a classe do cromossomo. O cariétipo pode ser salvo em
um banco de dados para posteriores consultas ou alteragoes. A Figura 4.11 mostra uma
imagem de cromossomos de peixe em metafase, o resultado do processo de classificacao e
do processo de pareamento, que resulta no cariétipo do peixe.

Apos estudar varios exemplares de uma mesma populacao de peixe e montar o caridtipo
de todos eles, o citogeneticista deve escolher o cariotipo que melhor representa a populagao
em estudo. A fim de auxiliar na escolha do melhor cariétipo, o SiMCaPe disponibiliza

uma interface grafica, que serd apresentada no préoximo capitulo.

4.5 Consideracoes Finais do Capitulo

Este capitulo apresentou o processo de classificagao e o processo de pareamento de cro-
mossomos. Estes processos culminaram na montagem do cariétipo final de peixe. Agora
que o caridtipo esta montado, o citogeneticista pode estudar a espécie, conhecer suas
caracteristicas e fazer possiveis estudos evolutivos.

Além das funcoes mencionadas nos Capitulos 3 e 4, o sistema SiMCaPe, disponibiliza
algumas facilidades graficas que irao auxiliar o citogeneticista no processo de montagem
do cariotipo. O préximo capitulo tem como objetivo mostrar estas funcionalidades em

detalhes.
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Capitulo 5

O Sistema para Montagem de

Cari6tipos

5.1 Introducao

O sistema SiMCaPe apresenta muitas tarefas automatizadas, tais como pré-processamento,
segmentacao, rotacao dos cromossomos, localizacao do centromero, classificacao e parea-
mento. Mas devido a grande subjetividade do problema, o citogeneticista pode alterar
os resultados fornecidos pelo sistema, para cada uma destas tarefas, usando as interfaces
graficas disponiveis no sistema, que possibilitam de maneira facil esta interacao.

O citogeneticista pode alterar os valores sugeridos para pré-processamento e segmen-
tacao da imagem, pode rotacionar interativamente um cromossomo, pode alterar a posi¢ao
do centromero e a classe do cromossomo e trocar os pares de cromossomos sugeridos pelo
sistema. O sistema também disponibiliza uma interface onde é possivel separar os cromos-
somos que se sobrepoem e marcar os cromossomos do tipo B, para que eles nao participem
do processo de pareamento.

Os dados relativos a cada cariotipo sao salvos em uma base de dados modelada de
forma a garantir consultas do tipo: selecao de um dado cari6tipo ja armazenado para
visualizacao, alteracao no pareamento dos cromossomos de um cariétipo ja armazenado
e recuperacao de todos os cariotipos de uma dada populacao para escolha do melhor

cariotipo.
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Neste capitulo serao apresentadas as funcionalidades do sistema SiMCaPe, que auxil-
iam o citogeneticista na obtencao dos melhores resultados no processo de montagem do
cariotipo de peixe. Na secao 6 serao apresentados a metodologia para a realizacao dos

testes e uma avaliacao dos resultados obtidos.

5.2 Recursos utilizados no desenvolvimento do

SiMCaPe

Os requisitos que orientaram a escolha da linguagem de programacao para o desenvolvi-
mento do SiMCaPe foram: possuir recursos de processamento digital de imagens, possuir
facilidades para construcao de interface grafica e permitir portabilidade. Diante destas ne-
cessidades, a linguagem Java foi escolhida por suportar multiplas plataformas, por oferecer
facilidades para o desenvolvimento de interface, pelo do uso do java.swing e do java.awt,
e por possuir uma biblioteca para trabalhar com imagens, o JAT (Java Advanced Image).
Foi utilizada a versao Java 1.4.2 e a versao JAI 1.1.2.

Ferramentas como o MatLab, Visual C ou C+-+ Builder poderiam ter sido usadas,
mas trariam mais dificuldades para o desenvolvimento. A primeira traz grandes facilidades
para o trabalho com imagens, pois possui uma biblioteca de fungoes ja implementadas, mas
possui poucos recursos para a construcao de interfaces. A segunda apresenta facilidades de
interface grafica mas nao disponibiliza recursos para trabalhar diretamente com imagens.
A terceira disponibiliza recursos de interface grafica e fungoes para trabalhar com imagens,
mas estas funcionalidades nao sao tao completas quanto as apresentas na linguagem Java.

O Sistema Gerenciador de Banco de Dados escolhido para integrar o SiMCaPe é o
PostgreSQL, versao 8.0, por atender aos requisitos exigidos pelo sistema, estar disponivel
na Internet, ser software livre e possuir facil integragao com o Java.

Nas proximas secoes serao apresentadas as funcionalidades disponiveis no sistema
SiMCaPe e as respectivas interfaces, que permitem ao usuario interagir com os valores

autométicos propostos pelo sistema.
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5.3 Pré-processamento e segmentacao dos cromossomos

A etapa de pré-processamento ja foi discutida no Capitulo 3. Como foi visto, o segundo
passo do pré-processamento é a aplicacao da funcao de pertinéncia difusa que requer um
limite superior, como parametro. Este limite superior é calculado pelo sistema utilizando
o histograma da imagem que foi realgada pela funcao quadratica. No entanto, em alguns
casos, o valor calculado pelo sistema nao produz um bom resultado, sendo necessario que
o usudrio altere este valor interativamente.

Para auxiliar o citogeneticista na escolha deste limite superior, foi proposto um slider,
como o mostrado na Figura 5.1. A medida que o valor do limite superior é modificado,
a funcao de pertinéncia difusa é alterada e aplicada sobre a imagem e o resultado é
imediatamente mostrado na tela. Assim, o usuério encontra mais facilidade para encontrar
o parametro para realizar esta etapa do pré-processamento. O mesmo recurso é aplicado
na funcao de limiarizacao, executada apos a funcao de pertinéncia difusa, que também
necessita de um limiar, para ser executada.

Além disso, nas etapas de pré-processamento e segmentacao é possivel fazer um zoom
na imagem, a fim de identificar detalhes, como por exemplo, a regiao de fronteira entre
dois cromossomos, ou visualizar pequenos objetos que se parecem com um cromossomo,
sendo possivel usar uma borracha para apagar estes objetos. Também ¢é possivel salvar
em um arquivo, a imagem resultante de cada processo que foi executado.

Outra funcionalidade grafica disponivel na etapa de pré-processamento é a possibi-
lidade de desenhar um contorno nao retangular na imagem original e aplicar funcoes
de realce, brilho e contraste nesta imagem, com parametros informados pelo usuario.
Esta funcao se tornou necesséria visto que, algumas vezes, o fundo da imagem apresenta
artefatos que impedem a aplicacao de uma mesma funcao de pré-processamento com os
mesmos parametros. Com esta funcionalidade, o usuério pode selecionar diferentes areas
da imagem onde os artefatos se mantém constantes e aplicar fungoes de realce, brilho e

contraste locais a cada uma delas, usando parametros configurados por ele.
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Figura 5.1: Escolha do limite superior para execucao da funcao de pertinéncia
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Figura 5.2: Cromossomos sobrepostos duplicados que serao separados interativamente

5.4 Separacao dos cromossomos que se sobrepoem

Como foi apresentado na secao 3.4.1, o sistema SiMCaPe propoe um método automatico
de separacao dos cromossomos que se tocam. No entanto o sistema nao propoe nenhum
método automatico para a separagao dos cromossomos sobrepostos. Para os casos de
sobreposicao de cromossomos e para os casos onde a rotina automética nao conseguiu
separar os cromossomos que se tocam, foi proposta uma interface capaz de separar estes
cromossomos interativamente. Nesta interface, os cromossomos que estao juntos, sao apre-
sentados em uma janela suspensa e sao apresentados de forma duplicada, como mostrado
na Figura 5.2.

Para separar os cromossomos o usuario deverd apagar na primeira janela um dos
cromossomo e apagar na segunda janela o outro cromossomo. Para apagar o cromossomo
foi implementado uma borracha, que ao ser passada sobre a imagem, transforma os pixels
em branco, ou seja, estes tornam-se fundo da imagem. A borracha é a apresentada em 3
tamanhos diferentes para que seja possivel apagar pequenas e grandes regioes. O SiMCaPe

também disponibiliza um recurso de zoom para auxiliar na remocao de regioes muito
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Figura 5.3: Cromossomos sobrepostos que foram separados interativamente

pequenas do cromossomo. Além disso, caso o usuario tenha apagado algo errado, ele pode
recomecar o processo, a qualquer momento. O resultado da separagao dos cromossomos
apresentados na Figura 5.2 ¢ mostrado na Figura 5.3.

Além do recurso da borracha para apagar, também hé o recurso da linha. Este recurso
¢ melhor utilizado quando h& cromossomos que se tocam. Assim, é possivel passar uma

linha, ao longo da regiao de fronteira entre os cromossomos, separando-os.

5.5 Rotacao de cromossomos

Para a extracao das caracteristicas, inicialmente os cromossomos devem ser rotacionados
para a posicao vertical. Como foi mostrado na secao 3.5, o esqueleto do cromossomo é
encontrado e com base nele é encontrado o angulo de rotagao. Como o esqueleto de alguns
cromossomos sao bastante ramificados, em alguns casos, o angulo de rotacao calculado
pelo sistema nao é adequado para rotacionar o cromossomo para a posicao vertical. Nestes

casos, 0 SiMCaPe disponibiliza uma interface grafica para que o citogeneticista possa fazer
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|4El| | ‘ Rotacionar | | Desfazer rotacoes | ‘ Cancelar | | Ok |

Figura 5.4: Rotagao manual de um cromossomo

|18IZI | ‘ Rotacionar | ‘ Desfazer rotacoes | | Cancelar | ‘ Ok |

S g v

Figura 5.5: Rota¢ao manual de multiplos cromossomos

a rotagao interativamente.

O cromossomo a ser interativamente rotacionado é mostrado numa janela suspensa
na qual o usuério informa o angulo de rotagao, conforme mostra a Figura 5.4. Para
rotacionar o cromossomo para o sentido horéario o valor do angulo informado ¢ positivo,
para rotacionar para o sentido anti-horério, o valor do angulo é negativo. Se a rotagao
nao ficar boa, o usuéario poderd fazer uma nova rotacao, a partir da posicao em que o
cromossomo se encontra, ou entao cancelar a rotacao que ele fez. Também é possivel
selecionar varios cromossomos, de uma so6 vez, e rotacioné-los com o mesmo angulo, como

mostra a Figura 5.5.

5.6 Pareamento de cromossomos

O sistema SiMCaPe disponibiliza uma rotina automatica de pareamento, onde os cromos-

somos da mesma classe sao ordenados em ordem decrescente de tamanho, e organizado em
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Figura 5.6: Resultado do pareamento

pares. Apoés executar o pareamento é exibida uma tela onde aparecem as quatro classes
de cromossomos, com seus respectivos cromossomos pareados, conforme mostra a Figura
5.6.

O usuario podera trocar os pares de cromossomos, selecionando dois cromossomos
para a troca. A troca de pares pode ser feita entre cromossomos da mesma classe, ou
entre cromossomos de classes diferentes. Também é possivel alterar a classificacao de
um cromossomo. Além disso, é possivel salvar o resultado em uma base de dados para

posteriores consultas. Esta funcionalidade sera apresentada na secao 5.8.

5.7 Escolha do melhor cariétipo

Para escolher o melhor cariétipo o citogeneticista deve primeiramente selecionar a espécie
e a populacao a ser consultada. Em seguida, o sistema faz uma busca em todas os
cariotipos armazenados na base de dados, que pertencam aquela espécie e populacao.

Todos os cariotipos recuperados sao entao exibidos na tela, como mostra a Figura 5.7.
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Figura 5.7: Tela de escolha do melhor cariétipo

Os cariotipos sao dispostos com os cromossomos em tamanho reduzido para que o
citogeneticista consiga visualizar varios caridtipos de uma sé vez. Entao o citogeneticista
analisa em cada cariotipo caracteristicas como: imagem com bom contraste, cromossomos
com cromatides juntas, boa localizacao do centrémero e croméatides pouco tortas. Os
cariotipos que nao apresentam tais caracteristicas sao eliminados pelo citogeneticista.
Por tultimo o citogeneticista escolhe aquele que melhor representa a espécie.

Para auxiliar na escolha do melhor cariétipo, a interface permite eliminar cariotipos,
executar um zoom para aumentar a visualizacao de um cromossomo e executar um zoom
para diminuir o tamanho do cromossomos a fim de que eles caibam na tela. Depois de

escolher o melhor cariétipo, este é armazenado na base de dados de cariétipos.
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Figura 5.8: Modelo do Banco de Dados

5.8 Modelo da Base de Dados proposta para o
SiMCaPe

A fim de armazenar os cariotipos montados pelos citogeneticistas, para futuras consultas
e atualizacoes, foi utilizado uma base de dados, cujo modelo é mostrado na Figura 5.8. O
modelo é composto por quatro tabelas: Espécie, Populagao, Peixe e Cromossomos.

A tabela Espécie armazena todas as espécies de peixe que o laboratorio de citogenética
trabalha. Toda vez que o laboratério vai trabalhar com uma nova espécie, esta deve
ser cadastrada nesta tabela. Sao exemplos de espécies de peixe: Astyannaz scabripinis,
Astyannaz eigenmaniorium, Astyannazx altiparanae e Hoplias malabaricus.

A tabela Populacao armazena todas as populacoes de uma espécie que estao sendo
pesquisadas no laboratorio. Por populacao entende-se um grupo de individuos da mesma
espécie que foram retirados do mesmo lugar. Sao exemplos de populagao, os peixes da
espécie Astyannaz scabripinnis retirados do Corrego do Jatai, Cérrego do Oleo e Rio das
Pedras. A tarefa de cadastrar novas populagoes fica a cargo do citogeneticista.

A tabela Peixe armazena os dados de um cariotipo de peixe que foi montado pelo
sistema. Esta tabela possui atributos como: a espécie e populagao a que o individuo

pertence, o nome da imagem que foi executada, quantos cromossomos a imagem possui,
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qual o sexo do peixe, se o caridtipo deste individuo foi escolhido como o melhor cariétipo
e um co6digo sequencial gerado pelo sistema, que identifica o individuo.

A tabela Cromossomos armazena os dados referentes aos cromossomos que compoem
o caridtipo de um determinado individuo. Cada cromossomo pertence a um peixe de uma
determinada espécie e populacao, portanto esta tabela possui os atributos CodEspecie,
CodPopulacao e CodPeixe. Cada cromossomo ¢é identificado por um ntamero sequencial
gerado pelo sistema e possui também atributos tais como: a classe a que o cromossomo
pertence, o codigo do cromossomo que é seu par na montagem do caridétipo e a imagem
em niveis de cinza do cromossomo.

As tabelas Peixe e Cromossomos sao preenchidas automaticamente pelo sistema, no
final da montagem de uma metafase, quando o usuario seleciona o botao salvar e escolhe

a espécie, a populacao e o sexo do individuo.

5.9 Consideracoes Finais do Capitulo

Este capitulo mostrou as principais funcionalidade graficas disponiveis no sistema SiMCaPe
que auxiliam o citogeneticista no processo de montagem do caridtipo de peixe. Estas fun-
cionalidades permitem que o usuério altere interativamente os resultados propostos pelo
sistema, nos casos onde ele julgar necessario. Além disso, este capitulo mostrou o modelo
do Banco de Dados utilizado para armazenar os caridtipos montados pelo sistema.

O proximo capitulo tem como objetivo mostrar como foram realizados os testes e

apresentar uma discussao dos resultados obtidos pelo SiMCaPe.

71



Capitulo 6

Avaliacao e Discussao dos Resultados

Para testes foram utilizadas 40 imagens de cromossomos de peixe das espécies Astyanax
altiparanae, Astyanaz eigenmanniorum, Astyanax scabripinnis, Hoplias malabaricus e Ho-
plias lacerdade. As 40 imagens foram escolhidas aleatoriamente, nao usando nenhum
critério para selecao. Os resultados obtidos pelo sistema foram comparados com os resul-

tados obtidos por dois grupos de citogeneticistas experientes.

6.1 Metodologia para realizagcao dos experimentos

As imagens utilizadas para testes foram primeiramente pré-processadas, os cromossomos
foram segmentados e rotacionados, utilizando o SiMCaPe. Cada imagem com os cromos-
somos rotacionados e numerados foram entregues para cada grupo de citogeneticista para
que a partir desta imagem, eles pudessem marcar manualmente a posi¢ao do centromero,
medir o tamanho dos bragos dos cromossomos, classificar os cromossomos e montar o
cariotipo final. Os dois grupos de citogeneticistas trabalharam de forma independente
para que os resultados nao fossem influenciados.

Para marcar a posi¢ao do centromero e medir o tamanho dos bragos dos cromossomos
os citogeneticistas utilizaram o software Micro Measure [34|. Neste software o usuario
marca interativamente a posicao do centromero, as extremidades do cromossomo e alguns
pontos que representem a curvatura do brago do cromossomo. A partir destes pontos o

sistema calcula o tamanho do braco maior e menor do cromossomo.
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6.2 Avaliacao dos resultados

1. Avaliacao dos resultados obtidos pelos processos de pré-processamento e
segmentacgao:
Em 25 das 40 imagens usadas para testes havia ocorréncia de cromossomos que se
tocam. Nestas imagens havia cerca de 3,7 cromossomos se tocando por imagem.
Depois de executar o processo de segmentacao automatica, disponivel no SiMCaPe,
o numero de cromossomos se tocando por imagem mudou para 1,33. Isto resulta
numa melhoria de 64,05%. Os cromossomos que continuaram se tocando apods o
processo de segmentacao tiveram de ser interativamente separados pelo usuario,

através da interface grafica disponivel no sistema, apresentada no capitulo anterior.

Para as etapas de pré-processamento e segmentacao, que sao tarefas dificeis do
processo de cariotipagem, os resultados obtidos pelo sistema foram satisfatérios.
Para o pré-processamento, a aplicacao das funcgoes de realce, de pertinéncia difusa
e de limiarizacao nao produziram bons resultados nos casos, em que a imagem
apresentava simultaneamente regioes com muito ruido e outras regioes com pouco
ruido. Este fato requer que as funcoes de pré-processamento utilizem parametros
adaptativos, ainda nao incorporados ao sistema. Para contornar este problema o
SiMCaPe possui funcoes extras de brilho, contraste e intensidade para facilitar o
pré-processamento das imagens que apresentam regioes heterogéneas. Neste caso o
usuario seleciona uma parte da imagem, que mantém um ruido constante, e aplica

estas funcoes extras utilizando parametros configurados pelo usuario.

O processo de segmentacao, com a separacao dos cromossomos que se tocam, apre-
sentou bons resultados utilizando a teoria de conjuntos difusos. Nos casos em que
a regiao de transi¢cao entre cromossomos era muito escura, o método proposto nao
produziu a separagao automatica dos cromossomos, necessitanto da intervencao do
citogeneticista. No entanto, ao contrario de muitos sistemas existentes, o sistema
consegue separar agrupamentos que contenham mais que dois cromossomos que se

tocam.
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2. Avaliacao dos resultados obtidos pelo processo de rotagao:
Nas imagens usadas para testes, havia cerca de 49,2 cromossomos por imagem,
sendo que 69,5% dos cromossomos por imagem, foram rotacionados corretamente
pelo sistema. Os cromossomos, que foram incorretamente rotacionados pela rotina

automatica do SiMCaPe, foram rotacionados interativamente pelo usuério.

Os cromossomos foram rotacionados para a sua posi¢ao vertical de acordo com a
orientacao do eixo principal do seu esqueleto. Como algumas espécies de peixe
apresentam cromossomos com as cromatides um pouco separadas, o esqueleto do
cromossomo destas espécies apresenta muitas ramificacoes o que dificulta a rotacao
correta do cromossomo. Além deste caso, os cromossomos acrocéntricos, cujos es-
queletos muitas vezes apresentam a forma de U ou a forma de V, também sao
rotacionados de forma incorreta. Para os casos em que o resultado da rotagao foi
incorreto, o sistema disponibiliza uma interface grafica para que a rotagao seja cor-
rigida interativamente. H& também o caso dos cromossomos que apds 0 processo
automatico de rotacao ficam invertidos. Neste caso, estes cromossomos devem ser
rotacionados interativamente em 180° graus. Estes cromossomos nao foram contabi-

lizados como erro do sistema, visto que os procedimentos subsequentes a rotacao

funcionam normalmente com o cromossomo invertido.

3. Avaliacao dos resultados obtidos pelo processo de localizacao do cen-
tromero:
Para o processo de localizacao do centromero, os resultados obtidos pelos grupos de
citogeneticistas foram comparados com os resultados obtidos pelo sistema SiMCaPe
para esta tarefa. O sistema SiMCaPe e o primeiro grupo de citogeneticistas, no pro-
cesso de localizacao do centromero, concordaram em 71,95% dos cromossomos por
imagem. O sistema SiMCaPe e o segundo grupo de citogeneticistas, no processo de

localizagao do centromero, concordaram em 78,83% dos cromossomos por imagem.

Vale ressaltar que os dois grupos de citogeneticistas concordam quanto a localizacao

do centromero em 84,15% dos cromossomos por imagem.

Para a localizacao do centromero foi usado o vetor de projecao horizontal do cromos-
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somo, e a partir deste vetor foi localizado o ponto de minimo da maior bacia encon-
trada. No entanto, alguns cromossomos nao apresentam um ponto de minimo no seu
vetor de projecao horizontal, como é o caso dos cromossomos acrocéntricos. Quando
0 cromossomo nao possui nenhum ponto de minimo, o sistema caracterizou-o como
sendo um cromossomos acrocéntrico. No entanto, alguns cromossomos subtelocén-
tricos também nao apresentam ponto de minimo, assim como alguns cromossomos
acrocéntricos apresentam ponto de minimo. Nestes casos, o sistema apresentou
grande dificuldade na localizacao do centromero. Para os cromossomos metacéntri-
cos, submetacéntricos e os subtelocéntricos (que apresentam um ponto de minimo) e
o0s acrocéntricos (que nao apresentam ponto de minimo), o sistema obteve resultados

bastante satisfatorios.

Avaliacao dos resultados obtidos pelo processo de classificagao:

Os resultados obtidos pelo sistema SiMCaPe, para o processo de classificacao de
cromossomos, foram comparados com os resultados obtidos pelos dois grupos de
citogeneticistas. No processo de classificacao, o sistema SiMCaPe e o primeiro grupo
de citogeneticistas concordam em 78,52% dos cromossomos por imagem. O sistema
SiMCaPe e o segundo grupo de citogeneticistas concordam em 81,16% dos cromos-

SOmos por imagem.

O processo de classificacao alcancou bons resultados quando comparado com os
resultados produzidos pelos dois grupos de citogeneticistas e levando-se em consi-
deracao que este é um processo bastante subjetivo. Alguns cormossomos foram
classificados numa classe pelo primeiro grupo de citogeneticistas e em outra classe
pelo segundo grupo de citogeneticistas. Comparando os resultados obtidos pelos dois
grupos, notamos que o nivel de concordancia entre eles é de 70,74 % dos cromossomos

por imagem.

Os erros no processo de classificagao aconteceram, em geral, devido a erros na esti-
mativa do tamanho dos bracos do cromossomo. Este erro acontece principalmente
quando o cromossomo possui bragos muito tortos, gerando erros nas medidas indice

centromeérico (CI) e razdo entre bragos (AR) que afetam diretamente a classificagao
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do cromossomo.

O processo de classificacao também apresenta dificuldades em classificar os cromos-
somos acrocéntricos e subtelocéntricos. Estes dois tipos de cromossomos apresentam
o centromero localizado bem na extremidade dos cromossomo, numa regiao bastante
proxima, dificultando a sua caracterizacao. Quando a posicao do centromero dos
cromossomos acrocéntricos esta localizada bem na extremidade do cromossomo o

sistema acerta em 100% dos casos.

5. Avaliacao dos resultados para o processo de pareamento:
O pareamento é outra etapa do processo de cariotipagem que é bastante subjetiva.
Cada citogeneticista pode montar pareamentos diferentes para uma mesma imagem
de cromossomos e a cada vez que ele re-anlisa o pareamento, pode realizar alteracoes,
visto que esta ¢ uma tarefa que exige bastante percepcao visual. Sendo assim torna-
se dificil uma avaliacao objetiva dos resultados apresentados pelo SiMCaPe. No
caso dos cromossomos metacéntricos, que em geral sao poucos e apresentam alguns
pares bem grandes e alguns pares bem pequenos, os resultados apresentados pelo
SiMCaPe foram bons. Também no caso de cromossomos acrocéntricos que sao em
geral em pequeno ntimero, os resultados foram bons. J& no caso de cromossomos sub-
metacéntricos e subtelocéntricos, onde os pares apresentam tamanhos semelhantes,

o sistema nao conseguiu bons resultados.

Fazendo uma comparacao dos pareamentos produzidos pelos dois grupos de cito-
geneticistas, é possivel notar que nao existe concordancia entre eles. Os pares de
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos, encontrados pelos dois grupos,

variam muito, o que justifica o baixo desempenho do SiMCaPe.

6.3 Consideracoes Finais do Capitulo

Este capitulo comparou os resultados obtidos pelo sistema SiMCaPe com os resultados
obtidos por dois grupos de citogeneticistas, que trabalharam de forma independente.

A partir dos resultados obtidos é possivel notar que o nivel de concordancia entre
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o sistema e os dois grupos de citogeneticistas para o processo de classificacao ¢ maior
que o nivel de concordancia entre os grupos, o que mostra que o sistema SiMCaPe esta
produzindo resultados proximos ao encontrado pelo especialista.

Uma grande vantagem do sistema SiMCaPe é o aumento de produtividade do citoge-
neticista. Sem utilizar o sistema SiMCaPe os citogeneticistas gastam em média 2h para
montar um cariétipo, conseguindo ao fim do dia montar cerca de 4 cariotipos. Utilizando
o sistema SiMCaPe o citogeneticista gasta cerca de 20 a 30 minutos para montar cada
cariotipo, totalizando cerca de 16 cariotipos por dia. Portanto, temos um aumento de
produtividade de 300%.

Outra vantagem proporcionada pelo uso do sistema SiMCaPe é a padronizacao do
procedimento para montagem do cariotipo, o que facilitard a andlise e comparagao de

resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa.
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Capitulo 7

Conclusao

O estudo do caridtipo de diversos organismos ¢ uma tarefa importante e rotineira nos
laboratorios de citogenética. Muitos trabalhos foram propostos para automatizar a tarefa
de montagem de cari6tipos, mas a maioria deles sao aplicados a montagem do cariétipo
humano. Os sistemas de cariotipagem que podem ser usados para outros organismos além
do humano, em geral, ou disponibilizam poucas tarefas automatizadas ou apresentam
restricoes quando usados para montar o cariétipo de peixe .

Visando auxiliar os citogeneticistas na montagem de caridtipos de peixe, foi proposto
neste trabalho o sistema SiMCaPe. O sistema proposto disponibiliza tarefas automati-
zadas para as principais tarefas do processo de cariotipagem, que sao: pré-processamento
da imagem, segmentacao dos cromossomos, rotagao dos cromossomos, extracao das carac-
teristicas de cada cromossomo, classificacao e pareamento. Além disso, o sistema disponi-
biliza recursos graficos para que o citogeneticista possa interagir com os resultados pro-
postos pelo sistema, caso julgue necessario.

Tendo em vista os objetivos do sistema e os resultados apresentados, pode-se concluir
que o SiMCaPe atingiu os objetivos iniciais e estd atendendo as expectativas dos cito-
geneticistas. Os resultados obtidos em cada uma das fases sao bastante satisfatorios. O
processo de montagem do cariétipo é bastante subjetivo, portanto ja imaginava-se que
interacoes deveriam ser feitas pelo citogeneticista a fim de alterar os resultados propostos
pelo sistema. Portanto pode-se concluir que o sistema SiMCaPe poderé auxiliar muito o

trabalho dos citogeneticistas que pesquisam o cariotipo de peixe.
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Este trabalho proporcionou varias contribuicoes, sendo que as principais sao:

desenvolvimento de um sistema de inferéncia difusa para classificacao dos cromos-

somos, sem utilizagao do padrao de banda
e desenvolvimento de um método para localizacao do centromero do cromossomo

e realizacao do pareamento em espécies que nao possuem um numero fixo de cromos-

SOIMos

e desenvolvimento de um método de segmentagao que separa cromossomos que se

tocam

e desenvolvimento de um sistema interativo para auxiliar na montagem de cari6tipos

Existem algumas propostas de trabalhos futuros. A primeira proposta é testar o
sistema para a montagem de cariotipos de outros seres vivos, entre eles os seres humanos.
Os grupos de animais a serem testados sao: mamiferos, aves, répteis e anfibios. No
caso dos humanos, o sistema poderéa ser usado até a etapa de classificacao. A etapa de
pareamento, disponivel no SiMCaPe, nao produz bons resultados no caso de cromossomos
humanos ja que nao leva em consideracao a caracteristica padrao de banda.

O processo de localizacao do centromero para o caso dos cromossomos acrocéntricos
é uma tarefa que necessita ser melhorada, visto que para esta classe de cromossomos, o
algoritmo desenvolvido no sistema SiMCaPe nao apresentou bons resultados. Neste caso,
novas caracteristicas devem ser agregadas a este processo, como por exemplo o contorno
do cromossomo ou o seu esqueleto.

O processo de separagao dos cromossomos sobrepostos apresentado pelo SiMCaPe, é
um processo interativo, portanto necessita ser automatizado. Um método de separacao
dos cromossomos sobrepostos deve ser criado ou algum dos métodos ja existentes, que
separa cromossomos humanos sobrepostos, deve ser adaptado.

Como o processo de pareamento nao obteve bons resultados, novas solugoes para
este problema devem ser desenvolvidas. Caracteristicas como a forma do cromossomo,

tamanho do braco menor e distancia entre as cromatides devem ser também usadas no
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processo de pareamento, visto que estas sao caracteristicas observadas pelo citogeneticista
durante a execucao do pareamento realizada interativamente.

A ultima proposta de trabalho futuro é o desenvolvimento de um método automético
de escolha do melhor cariotipo, que leve em consideracao a qualidade da imagem, a forma

dos cromossomos e a qualidade dos pares de cromossomos.
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