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Resumo: A quantificação do número de leucócitos rolantes e aderidos presentes na
microcirculação de pequenos animais é uma tarefa importante para elucidar os meca-
nismos de inflamações e avaliar os efeitos terapêuticos de novos fármacos. Em geral,
a contagem de leucócitos é realizada de maneira visual por um observador (técnico
laboratorial ou especialista) usando uma sequência de imagens de microscopia intra-
vital (MI). Entretanto, tal tarefa é demorada e suscetível a erros, devido a fadiga visual
do observador e a variabilidades inter e intra observadores. Neste trabalho uma nova
técnica computacional é proposta para a detecção automática de leucócitos em vídeos
de MI. A técnica usa uma medida de blobness, calculada a partir da análise dos auto-
valores de matrizes locais de momentos de segunda ordem da medida de congruência
de fase, para realçar os leucócitos nas imagens. A detecção dos leucócitos é alcan-
çada pela busca de máximos locais no mapa de medidas de blobness. Usando um
conjunto de quadros com os centroides dos leucócitos manualmente marcados, os re-
sultados da técnica proposta foram avaliados usando os valores das métricas medida-
F1 e áreas sob as curvas precisão-revocação (AUCPRs) calculadas para cada qua-
dro do vídeo. Uma comparação com a técnica de casamento de padrões também foi
realizada. Os resultados obtidos para a técnica proposta (medida− F1 = 0, 791,
AUCPR = 0, 776) foram superiores em comparação com a técnica de casamento de
padrões (medida− F1 = 0, 746, AUCPR = 0, 670).
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Detecção de leucócitos em imagens de vídeo de microscopia intravital usando a técnica de
congruência de fase
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Abstract: Quantification of the number of rolling and adherent leukocytes present
in the microcirculation of small animals is an important task to elucidate inflamma-
tion mechanisms and to assess therapeutic effects of new drugs. In general, leukocyte
counting is done visually by an observer (laboratory technician or specialist) using an
intravital microscopy image sequence. However, such task is time-consuming and sus-
ceptible to errors, due to visual fatigue of the observer and to inter and intra-observer
variabilities. In this work a new computational technique is proposed for the automatic
detection of leukocytes in intravital video microscopy. The technique uses a blobness
measure, calculated from eigenanalysis of local matrices of second-order moments
of the phase congruency measure, to enhance leukocytes in the images. Detection
of leukocytes is achieved by searching for local maxima in the map of blobness me-
asures. Using a set of frames with the leukocyte centroids manually annotated, the
results were evaluated using the F1-measure and the area under the precision-recall
curves (AUCPRs). The results for the proposed technique (F1−measure = 0, 791,
AUCPR = 0, 776) were superior in comparison with the template matching techni-
que (F1−measure = 0, 746, AUCPR = 0, 670).

Keywords: detection of leukocytes, phase congruency, intravital microscopy,
microcirculation, inflammatory response

1 Introdução

O envolvimento da microcirculação no insulto inflamatório é compreendido por com-
plexas interações e mecanismos biológicos de doenças associadas a diversas condições infla-
matórias [25, 28]. Apesar da existência de um diversificado conjunto de sistemas experimen-
tais in vitro para a análise da morfologia e de funções moleculares de células imunológicas,
a maneira mais eficaz (quando não única) para medir tais atributos é por meio de técnicas de
imageamento in vivo.

Por possuir características desejáveis, como grande profundidade focal e alta resolu-
ção espacial e temporal, a microscopia intravital (MI) [18] tornou-se uma ferramenta essen-
cial para o estudo de sistemas biológicos in vivo, proporcionando a visualização do com-
portamento de células do sistema imunológico em órgãos linfoides e em tecidos periféricos.
Com o seu uso é possível, por exemplo, avaliar o tráfego celular e mensurar o número de
células presentes na microcirculação de pequenos animais em experimentos in vivo e nos
mais diferentes contextos inflamatórios, facilitando, assim, a compreensão de mecanismos
imunológicos de doenças e auxiliando o desenvolvimento de novos fármacos [24, 1].
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Em geral, a contagem de leucócitos é realizada por um observador (técnico laborato-
rial ou pesquisador) experiente que observa as células diretamente nos quadros dos vídeos de
MI. Entretanto, esse processo visual, além de demorado, é propenso a erros devido à fadiga
visual do observador e à variabilidade inter- e intra-observadores, os quais podem afetar dire-
tamente os resultados da contagem [5, 22]. Assim, o estudo e o desenvolvimento de técnicas
computacionais automáticas para a detecção de leucócitos é de grande importância para auxi-
liar na tarefa de contagem de células e também para aumentar a confiabilidade dos resultados
de experimentos realizados pela MI [4].

Algumas abordagens automáticas e semiautomáticas para a detecção e o rastreamento
de leucócitos em imagens de MI foram propostas na literatura. Egmont-Petersen et al. [6],
por exemplo, propuseram o uso de redes neurais artificiais (RNAs) treinadas com imagens de
leucócitos sintéticos, gerados a partir de um modelo estocástico, e com imagens de leucócitos
reais, manualmente selecionados dos quadros do vídeo. Ao todo, foram utilizadas 12 RNAs,
sendo que 6 foram treinadas com imagens de leucócitos sintéticos e 6 com leucócitos reais.
Segundo os autores, o melhor desempenho foi alcançado por uma RNA com 9 nós e treinada
com imagens de leucócitos sintéticos, a qual apresentou um valor de área sob a curva ROC
18% maior que a melhor RNA treinada com imagens de leucócitos reais.

Ray et al. [26] apresentaram um modelo de contornos ativos cujo funcional de energia
foi composto pelos seguintes componentes: (i) energia interna, usando medidas de rigidez e
elasticidade do contorno, (ii) energia externa, baseada na técnica Gradient Vector Flow, e
(iii) energia de restrição, composta por informações de tamanho, forma, posição e número
de pontos do contorno discretizado dos leucócitos. O modelo proposto foi comparado com
métodos baseados em correlação cruzada e rastreadores de centroides e, de acordo com os
autores, o método de contornos ativos obteve o melhor desempenho para a métrica da raiz
quadrada do erro médio quadrático e também para o percentual de quadros rastreados.

Dong et al. [5] usaram também um modelo de contornos ativos para a detecção auto-
mática de leucócitos. O modelo proposto utilizou como representação paramétrica a técnica
B-Spline [19] e como energia de restrição uma medida denominada Gradient Inverse Coef-
ficient of Variation. Essa medida pode ser entendida como a razão entre a média e o desvio
padrão das derivadas direcionais, calculadas sobre o contorno da célula na imagem. A iden-
tificação inicial das células foi realizada pela técnica de casamento de padrões. Após essa
etapa, o modelo de contornos ativos foi aplicado para o refinamento das bordas estimadas.
Como resultado na detecção dos leucócitos, o método apresentou um valor de acurácia de
78,6% com taxa de falsos positivos (FPs) de 13,1%.

Um dos principais problemas que pode comprometer técnicas computacionais auto-
máticas de detecção de leucócitos é a variação de contraste que os leucócitos apresentam ao
longo dos quadros do vídeo. Esse efeito, conhecido como Photobleaching [2], causa a re-
dução e, em último caso, a eliminação da emissão de fluorescência do leucócito ao longo do
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tempo, fazendo com que este perca o contraste e se torne mais difícil de ser identificado nas
imagens [30]. Em geral, técnicas baseadas na intensidade dos níveis de cinza da imagem não
são suficientemente robustas para lidar com o efeito Photobleaching.

Neste trabalho, uma nova abordagem baseada na técnica de Congruência de Fase
(Phase Congruency - PC) [12] é proposta para a detecção automática de leucócitos em ima-
gens de vídeo de MI. A técnica de PC, que é conhecida por ser robusta às variações de con-
traste e iluminação na imagem, foi utilizada para o cálculo de uma medida de blobness que é
usada para realçar estruturas na forma de bolha nas imagens de MI, as quais corresponderiam
aos leucócitos.

Este artigo está organizado da seguinte maneira. A Seção 1 apresenta a motivação
para a realização desta pesquisa e os principais trabalhos publicados na literatura que são di-
retamente relacionados a esta pesquisa. A descrição da metodologia empregada no desenvol-
vimento da técnica proposta é descrita na Seção 2. Resultados e discussões são apresentados
na Seção 3, seguido das conclusões na Seção 4.

2 Metodologia

As principais etapas de processamento que compõem a técnica desenvolvida para a
detecção automática de leucócitos em vídeos de MI são apresentadas na Figura 1 e descritas
em detalhes nas subseções que seguem.

2.1 Pré-processamento

Dois efeitos indesejáveis frequentemente presentes nas imagens de vídeo de MI são
o borramento e o desalinhamento de quadros do vídeo, causados, principalmente, por mo-
vimentos de respiração e batimentos cardíacos do animal de teste. Para minimizar tais efei-
tos e potencializar o sucesso da técnica de detecção de leucócitos, as imagens foram pré-
processadas usando a seguinte sequência de etapas, na ordem enumerada:

1. Os quadros com excessivo borramento ou distorções foram identificados pela técnica
proposta em Ferrari et al. [7] e removidos do vídeo. A remoção dos quadros só foi
possível pois, para a aquisição do vídeo, foi utilizada uma alta taxa de amostragem.
Assim, a continuidade do movimento dos leucócitos pôde ser mantida, mesmo após a
eliminação dos quadros degradados.

2. O filtro Bilateral [29], que possui a propriedade de preservar bordas enquanto realiza o
borramento da imagem, foi utilizado para reduzir o nível de ruído e melhorar a quali-
dade das imagens. Os parâmetros do filtro, que são o tamanho da janela de vizinhança
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Figura 1: Principais etapas da técnica proposta para a detecção automática de leucócitos.

do pixel (d = 9 pixels) e as ponderações de intensidade (σr = 10) e espacial (σd = 10),
foram experimentalmente ajustados para prover o melhor equilíbrio entre a redução de
ruído e o borramento introduzido na imagem.

3. Para minimizar o efeito Photobleaching sobre as imagens do vídeo e melhorar os re-
sultados da estabilização do vídeo pela técnica de corregistro das imagens, a técnica
de casamento de histogramas proposta em Nyul et al. [23] foi aplicada a cada par de
quadros consecutivos do vídeo.

4. O vídeo foi estabilizado usando a técnica proposta em Gregório da Silva et al. [11],
que é baseada no corregistro de imagens, usando transformações afins e deformáveis,
aplicado a cada par de quadros consecutivos do vídeo.

5. Uma máscara binária da região efetiva do vaso sanguíneo foi obtida usando o método
proposto por Sato et al. [27]. Esse método calcula a variância temporal de cada pixel
ao longo dos quadros do vídeo. Uma operação morfológica de abertura (elemento
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estruturante de forma elíptica de tamanho 15 × 15 pixels) foi utilizada para eliminar
pequenas vênulas na imagem. Finalmente, a máscara binária da região de fluxo (região
de interesse) sanguíneo foi determinada como a estrutura de maior área na imagem.

Maiores detalhes a respeito das etapas de pré-processamento descritas acima podem ser obti-
das nas referências [10, 11].

2.2 Técnicas utilizadas na detecção dos leucócitos

A técnica de Congruência de Fase (Phase Congruency - PC), proposta inicialmente
por Morrone e Owens [21] e, mais tarde, aprimorada por Kovesi [14, 13, 12], permite o realce
de características visuais importantes, do ponto de vista de modelos de percepção visual
humana [20], em uma imagem. Diferentemente dos métodos baseados em informações de
gradiente da imagem [17, 3, 16], a medida de PC (definida logo abaixo) é robusta a variações
de contraste e iluminação das imagens.

Neste estudo, a técnica de PC foi utilizada para o cálculo de uma medida de realce de
estruturas em forma de bolha, denominada medida de blobness, e empregada para a detecção
de leucócitos presentes nos quadros de vídeo de MI.

2.2.1 Congruência de Fase Com base no modelo de energia local de Morrone e Owens
[21], Kovesi [13] definiu a medida de PC para imagens bidimensionais como:

PC2D(x) =

∑S
s=1

∑N
n=1Ws,n(x) bAs,n(x)∆Φs,n(x)− Tnc∑S

s=1

∑N
n=1As,n(x) + ε

, (1)

em que, b c indica que a quantidade contida dentro dos delimitadores é igual a ela mesma, se
o valor for positivo, ou zero se o valor for negativo; x = (x, y) indica a localização espacial
e As,n é a energia da imagem na localização x calculada usando um filtro de log-Gabor 2D
com escala s e orientação n. Tn é um limiar automaticamente estimado que representa a
parcela da energia que se espera corresponder ao ruído [13]. O termo

Ws,n(x) =
1

1 + exp

{
γ

[
c− 1

S

(∑
s

∑
n
As,n(x)

Amax(x)+ε

)]} , (2)

é a função sigmoide de ponderação usada para corrigir a medida de PC de distribuições de
frequências que são particularmente estreitas, visto que um ponto de congruência de fase só é
significante se ocorrer em uma ampla faixa de frequências. Os parâmetros γ e c representam,
respectivamente, o fator de ganho e o valor de corte da sigmoide e ε = 0.0001 é uma constante
de valor pequeno para evitar divisão por zero.
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O termo ∆Φ na Equação (1) é uma expressão usada para melhorar a localização da
resposta da medida de PC, e é calculado como

∆Φs,n(x) = cos
(
φs,n(x)− φn(x)

)
−∣∣sin (φs,n(x)− φn(x)
)∣∣ , (3)

sendo que φn(x) é o valor da fase média na posição x.

2.2.2 Banco de filtros de log-Gabor 2D O banco de filtros de log-Gabor 2D é proje-
tado no domínio da frequência e as funções de transferência dos filtros que o compõem são
calculadas como [14]:

G(ω, θ)|ωs,θn,σβ = exp

−0.5

 log2
(
ω
ωs

)
log2 (σβ)

×
[

cos (dθ) + 1

2

]
, (4)

com

dθ = min

(
|arctan (sin(θ − θn), cos(θ − θn))| × N

2
, π

)
. (5)

O termo exponencial na Equação (4) corresponde a parte radial do filtro e o outro termo é
o componente angular do filtro. A função de espalhamento cos(dθ) do componente angular
varia entre −1 e 1 e, portanto, a adição do valor 1 seguida da divisão do resultado por 2 faz
com que esse componente retorne valores no intervalo entre 0 e 1. Os parâmetros ωs, θn,
σβ representam, respectivamente, o centro de frequência radial, o ângulo de orientação e a
largura de banda radial. N é o número de orientações dos filtros.

Na prática, a função de transferência de cada filtro, Equação (4), é multiplicada pela
representação da imagem no domínio da frequência, F [I(x, y)], em que F indica a transfor-
mada de Fourier e, depois de transformar o resultado de volta para o domínio espacial apli-
cando a transformada de Fourier inversa, F−1 [F [I(x, y)]×G(ω, θ)], as partes real (Es,n) e
imaginária (Os,n) do resultado complexo são usadas para calcular os componentes locais de
energia (As,n) e fase (φs,n) da imagem como:

As,n(x) =
√
E2
s,n(x) +O2

s,n(x), (6)

φs,n(x) = arctan(
Os,n(x)

Es,n(x)
). (7)

2.2.3 Ajuste dos parâmetros da medida de congruência de fase Neste trabalho, os
filtros de log-Gabor foram projetados para fornecer uma cobertura espectral uniforme, tendo
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mínima sobreposição entre si e com respostas isotrópicas, visto que os leucócitos são estru-
turas simétricas e não apresentam orientação preferencial. Para que isso fosse alcançado,
os valores dos parâmetros foram ajustados como: valor mínimo dos centros de frequência
ωmin = 0, 0135 e número de escalas S = 4, evitando assim problemas de aliasing em
altas frequências e cobrindo uma faixa de frequências suficiente para mapear as variações
de tamanho dos leucócitos; largura de banda radial σβ = 0, 59; número de orientações
dos filtros N = 4, pois não há necessidade de realçar estruturas anisotrópicas. Neste es-
tudo, para uma dada escala s, o centro de frequência radial (ωs) do filtro foi calculado como
ωs = 1/(ωmin×2,1S−1). O fator de ganho γ e o valor de corte da sigmoide c na Equação
(2) foram fixados em 5 e 0, 4, respectivamente. Análises experimentais mostraram que os
parâmetros γ, c e T possuem pouca influência sobre os resultados finais.

2.2.4 Matriz de momentos de PC A medida de PC, embora seja eficiente para a detec-
ção de bordas em uma imagem, ignora a maneira como a congruência de fase varia em relação
à orientação em cada ponto x da imagem. A fim de considerar a informação de orientação,
Kovesi [14] propôs calcular o momento da medida PC para cada orientação e, então, analisar
o comportamento dessas medidas. Para isso, foi proposto o uso de uma matriz de orienta-
ções de congruência de fase, que corresponde a uma matriz de momentos (ou covariância)
da medida de PC (MPC). A análise dessa matriz de momentos é realizada a partir da sua
decomposição em autovalores, os quais podem ser interpretados como o tamanho dos semi-
eixos de uma elipse em 2D. Para cada pixel na posição espacial x, a matriz de momentos é
definida como:

MPC(x) =

[ ∑
n PC

2
x(x)

∑
n PCx(x)PCy(x)∑

n PCx(x)PCy(x)
∑
n PC

2
y(x)

]
, (8)

em que, os valores de PCx(x) e PCy(x) correspondem, respectivamente, às projeções da
medida PC nos eixos x e y, para cada orientação φn do banco de filtros. Os momentos
mínimo e máximo, equivalentes aos autovalores mínimo (λ1) e máximo (λ2) da matriz da
Equação (8), são definidos por

λ1,2 =
1

2
(c+ a∓

√
b2 + (a− c)2), (9)

em que,
a =

∑
n

PC2
x(x), (10)

b =
∑
n

PCx(x)PCy(x), (11)

e
c =

∑
n

PC2
y(x). (12)
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2.2.5 Medida de blobness Frangi et al. [8] desenvolveram uma função para o realce de
estruturas tubulares em imagens que utiliza relações entre a magnitude dos autovalores da
matriz Hessiana como um indicativo da forma de tais estruturas. Em Gregório da Silva et al.
[10] tal função foi modificada para uma medida de blobness 2D que utiliza os autovalores da
matriz Hessiana, formulada como

B(λ1, λ2) =

(
1− exp

(
−R

2
A

2α2

))
×
(

1− exp

(
− S2

2β2

))
, (13)

em que, λ1 e λ2 correspondem aos autovalores da matriz Hessiana; RA = λ1/λ2 é usado
para minimizar a resposta da medida aos padrões em forma de linha e superfícies planas;
S =

√
λ21 + λ22 ajuda a reduzir a influência de pixels associados ao ruído na imagem, uma

vez que eles apresentam autovalores muito baixos. Os parâmetros α e β , neste caso, podem
ser ajustados para controlar a sensibilidade dos componentes do filtro.

Neste trabalho, a mesma medida de blobness da Equação (13) foi utilizada para o re-
alce de estruturas circulares nas imagens de MI. A diferença é que, ao invés de utilizar os
autovalores das matrizes Hessianas, foram utilizados os autovalores das matrizes de momen-
tos de PC, em que, 0 ≤ λ1 ≤ λ2. Os valores da medida de blobness variam entre 0 e 1, sendo
que, quanto mais próximo de 1, mais a estrutura local na imagem se aproxima da forma de
uma bolha.

Para a obtenção dos parâmetros α e β na Equação (13), primeiro variou-se o valor de
α entre 0, 1 a 0, 9 (em passos de 0, 1), mantendo o valor de β fixo em 0, 5 (valor proposto por
Frangi et al. [8]). Em seguida, fixou-se o valor de α encontrado a partir do melhor resultado
para a medida AUCPR e o valor de β foi variado de 0, 1 a 0, 9 (em passos de 0, 1). Ao final,
selecionou-se o valor de α = 0, 1 e β = 0, 7 que produziu o máximo valor da AUCPR. Esses
valores foram então utilizados para a obtenção dos resultados de detecção dos leucócitos.

2.2.6 Detecção dos leucócitos Após a geração do mapa da medida de blobness (contendo
valores reais no intervalo entre 0 e 1), um algoritmo de busca por máximos locais 7 foi apli-
cado no mapa. Os máximos locais, possivelmente, correspondem aos leucócitos na imagem.
O algoritmo foi aplicado com uma janela de 15 × 15 pixels, definida com base no tamanho
médio dos leucócitos nas imagens de vídeo de MI, o valor do limiar (Tpnax) que define o
pixel como um máximo local foi variado entre 0, 02 e 1, 0 (em passos de 0, 02). O número
de máximos locais foi fixado em 40, visto que esse valor é suficiente para capturar, com
segurança, todos os leucócitos observados nos quadros do vídeo.

2.2.7 Casamento de padrões A técnica de casamento de padrões tenta encontrar os lo-
cais, em uma imagem I(x, y), que correspondem a um determinado padrão w(x, y) (imagem

7http://www.mathworks.com/help/vision/ref/vision.localmaximafinder-class.html
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do objeto a ser detectado). Para uma imagem de tamanho M ×N , e um padrão de tamanho
J × K, em que J ≤ M e K ≤ N , o pixel central do padrão é inicialmente posicionado
sobre o pixel superior esquerdo da imagem e o coeficiente de Correlação Cruzada Normali-
zada (NCC) da Equação (14) é calculado. O padrão é então deslocado pixel a pixel sobre a
imagem de busca até que o coeficiente de NCC seja calculado para todos os pixels, gerando
uma imagem contendo os coeficientes de correlação que variam entre -1 e 1. Nesse caso,
o valor 1 indica total correspondência entre o padrão e a imagem, 0 indica que não houve
correspondência e -1 indica que houve uma correspondência inversa (os valores de escala de
cinza invertidos) entre o padrão e a imagem.

O NCC indica o grau de similaridade entre o padrão e a imagem de busca e é definido
como

γ(x, y) =

∑J
j

∑K
k

[
I(j, k)− Ī(j, k)

]
[w(x+ j, y + k)− w̄]√∑J

j

∑K
k

[
I(j, k)− Ī(j, k)

]2∑J
j

∑K
k [w(x+ j, y + k)− w̄]

2
, (14)

em que w̄ é o valor médio dos pixels do padrão e Ī é o valor médio da imagem na região onde
I e w se sobrepõem [9].

2.3 Banco de imagens

O vídeo de MI utilizado neste trabalho foi obtido de um experimento de MI da micro-
vasculatura do cérebro de um camundongo em um estudo realizado no Núcleo de Neuroci-
ências da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob a coordenação da Profa. Dra.
Juliana Carvalho Tavares. O microscópio utilizado foi o Zeiss Imager M.2 (Thornwood, NY)
com objetiva 20XLD. As características de aquisição das imagens do vídeo são: resolução
espacial de 1,89 pixels/µm, matriz imagem de 420× 592 pixels, 8 bits de quantização e taxa
de amostragem de 16 quadros por segundo. O vídeo obtido possui um total de 220 quadros.

2.4 Métricas de avaliação

Os resultados da detecção de leucócitos foram avaliados utilizando as medidas de
precisão, revocação e a medida− F1, que indicam a eficácia de um sistema de detecção
[15]. Essas medidas são definidas como:

precisão =
TPs

TPs + FPs
(15)

e

revocação =
TPs

TPs + FNs
, (16)

42 Rev. Inform. Teor. Apl. (Online) • Porto Alegre • v. 23 • n. 2 • p. 33-50 • novembro/2016



Detecção de leucócitos em imagens de vídeo de microscopia intravital usando a técnica de
congruência de fase

em que, TPs (verdadeiros positivos) são os leucócitos corretamente detectados pela técnica
proposta ao longo de todo o vídeo; FPs (falsos positivos) são os leucócitos detectados e que
não correspondem aos leucócitos verdadeiros e FNs (falsos negativos) são os leucócitos que
deixaram de ser detectados pela técnica. A medida-F1 [31] corresponde a média harmônica
entre a precisão e a revocação e é definida como

medida-F1 = 2× precisão× revocação
precisão + revocação

. (17)

Para as medidas definidas acima, quanto mais próximas elas estiverem do valor 1,
melhor será a eficácia do sistema. Os números de TPs, FPs e FNs foram determinados uti-
lizando as localizações dos centroides dos leucócitos marcados manualmente (com o auxílio
do plug-in “Manual Tracking” 8 do software ImageJ 9) e as localizações dos pontos detecta-
dos pela técnica proposta nos quadros do vídeo de MI. Um ponto detectado foi considerado
como TP se a distância Euclidiana entre ele e o centroide manualmente marcado mais pró-
ximo foi menor ou igual a 9 pixels. Esse valor de limiar (9 pixels) foi determinado com base
no raio médio dos leucócitos presentes nas imagens. Um ponto detectado foi considerado
como FP se a distância entre ele e qualquer outro ponto manualmente marcado foi superior
a 9 pixels. Por fim, um ponto foi considerado como FN se este encontrava-se presente na
lista de centroides manualmente marcados mas nenhuma correspondência foi detectada pela
técnica proposta.

A avaliação do desempenho global do sistema foi realizada usando a metodologia de
curvas de precisão-revocação e a média das áreas sob as curvas (Area Under the Precision-
Recall Curve - AUCPR), calculadas para cada quadro do vídeo processado. No caso, quanto
mais próxima de 1 for a área, melhor será o desempenho do sistema.

3 Resultados e discussões

As duas técnicas usadas neste trabalho (técnica proposta e de casamento de padrões)
foram analisadas da seguinte maneira. Primeiro, a detecção de leucócitos para ambas as técni-
cas foi avaliada para cada quadro do vídeo calculando-se os valores de TPs, FPs e FNs. Tais
valores foram acumulados para todos os quadros permitindo o cálculo das métricas AUCPR
e medida− F1. Além disso, calculou-se os valores médios (medida− F1 e AUCPR) des-
sas mesmas medidas a partir dos valores de contagem para cada quadro individualmente.

Para efeito de comparação, os resultados da técnica proposta por Gregório da Silva et
al. [10], co-autor deste trabalho, são apresentados na terceira linha das Tabelas 1 e 2. Embora

8http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/track/track.html
9http://imagej.nih.gov/ij/

Rev. Inform. Teor. Apl. (Online) • Porto Alegre • v. 23 • n. 2 • p. 33-50 • novembro/2016 43



Detecção de leucócitos em imagens de vídeo de microscopia intravital usando a técnica de
congruência de fase

essa técnica utilize o mesmo procedimento para o pré-processamento das imagens, ela é
baseada na análise dos autovalores da matriz Hessiana, ao invés da matriz de momentos usada
pela técnica proposta neste trabalho, e a etapa de pós-processamento utiliza a informação do
nível de intensidade de cada leucócito, ao invés da análise de máximos locais, conforme
descrita na seção 2.2.6.

No caso da análise usando os valores de TPs, FPs e FNs acumulados, para a técnica
proposta (medida de blobness) a medida− F1 foi igual a 0, 790, com valores de precisão
e revocação iguais a 0, 767 e 0, 814, respectivamente. Nesse caso, o valor do limiar Tpmax
utilizado foi igual a 0, 16. Para a técnica de casamento de padrões, a medida− F1 foi igual a
0, 745 e os valores de precisão e revocação iguais a 0, 756 e 0, 735, respectivamente. O valor
de limiar Tpmax utilizado neste caso foi igual a 0, 64. Para a técnica de Hessiana [10], os
valores de precisão, revocação e medida− F1 foram superiores aos da técnica de casamento
de padrões. Em relação à técnica proposta, apenas o valor de precisão da técnica Hessiana
foi superior. Os resultados para esse experimento são sumarizados na Tabela 1.

Ainda em relação aos resultados apresentados na Tabela 1, nota-se que o valor da
AUCPR obtido para a técnica proposta foi superior às demais técnicas analisadas.

Tabela 1: Número de TPs, FPs e FNs e os valores das métricas precisão, revocação,
medida− F1 e AUCPR obtidos com a técnica proposta, a técnica baseada na matriz Hessi-
ana [10] e a de casamento de padrões. O número total de leucócitos presentes no vídeo é de
5588.

Técnica TPs FPs FNs precisão revocação medida-F1 AUCPR
técnica proposta 4551 1380 1037 0,767 0,814 0,790 0,813

casamento de padrões 4108 1319 1480 0,756 0,735 0,745 0,733
Hessiana [10] 4227 1266 1361 0,770 0,760 0,760 0,700

Tabela 2: Valores médios das métricas medida− F1 e AUCPR, juntamente com os respec-
tivos intervalos de confiança, obtidos com a técnica proposta, a técnica baseada na matriz
Hessiana [10] e a de casamento de padrões.

Técnica medida-F1 (IC: 95%) AUCPR (IC: 95%)
técnica proposta 0, 791 [0, 783, 0, 799] 0, 776 [0, 765, 0, 787]

casamento de padrões 0, 746 [0, 739, 0, 753] 0, 670 [0, 658, 0, 682]

Hessiana [10] 0, 787 [0, 778, 0, 796] 0, 670 [0, 660, 0, 690]

Na análise das métricas medida− F1 e AUCPR, calculadas no intervalo de confi-
ança (IC) de 95%, os valores obtidos para a técnica proposta foram, respectivamente, iguais a
0, 791 e 0, 776. Para este mesmo experimento, os valores obtidos para a técnica de casamento
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Figura 2: Curvas precisão-revocação obtidas para a técnica proposta (medida de blobness -
linha vermelha) e para a técnica casamento de padrões (linha azul) usando todos os quadros
do vídeo de MI.

de padrões foram 0, 746 e 0, 670, respectivamente. Para a técnica Hessiana [10], apenas o valor
da métrica medida− F1 foi significativamente maior que a técnica de casamento de padrões.
Os resultados para esse experimento são sumarizados na Tabela 2. Com base nesses resulta-
dos, observa-se que para ambas as métricas, medida− F1 e AUCPR, a técnica proposta foi
superior à técnica de casamento de padrões, levando-se em consideração o IC de 95%.

Na Figura 2 são apresentadas as curvas de precisão-revocação resultantes da técnica
proposta (medida de blobness - linha vermelha) e da técnica casamento de padrões (linha
azul) obtidas usando todos os quadros do vídeo de MI. Cada ponto de operação dessas curvas
foi obtido fixando-se o limiar Tpmax para valores no intervalo de 0,02 a 1, em passos de 0,02.
Analisando-se as curvas, nota-se que a técnica proposta apresentou um melhor desempenho
global (AUCPR = 0, 813) que a técnica de casamento de padrões (AUCPR = 0, 733).

Exemplos do processamento de um quadro do vídeo pela técnica proposta e pela téc-
nica de casamento de padrões são apresentados na Figura 3. O quadro original é apresentado
na Figura 3 (a) em que os leucócitos marcados manualmente podem ser vistos como símbolos
no formato “@” na Figura 3 (b). Na Figura 3 (c) e (d) os TPs são representados por círculos
verdes, enquanto os círculos azuis e os símbolos “#” indicam os FPs e os FNs, respecti-
vamente. Nessa imagem específica observa-se que a medida de blobness gerou um maior
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número de TPs e um menor número de FPs e FNs que a técnica casamento de padrões.

É importante observar que embora as técnicas aqui propostas tenham sido desenvolvi-
das para a detecção de leucócitos em imagens de MI de camundongos, sua aplicação poderia
ser facilmente estendida para outros experimentos (ratos ou humanos) que envolvam a de-
tecção de células com características de contraste e forma semelhantes às analisadas neste
trabalho.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 3: Resultado do processamento de um quadro do vídeo de MI. a) Quadro original;
b) leucócitos marcados visualmente; c) resultado da técnica proposta; d) resultado da técnica
casamento de padrões. Os círculos verdes indicam os TPs, os círculos azuis indicam os FPs
e os símbolos ’×’ indicam os FNs.
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4 Conclusões

Neste trabalho foi proposta uma nova técnica de detecção automática de leucócitos em
vídeos de MI. A medida de blobness proposta para realçar os leucócitos foi calculada com
base na medida de PC, que possui como principal característica o fato de ser mais robusta
a variações de iluminação e contraste nas imagens e, por isso, é menos suscetível ao efeito
de Photobleaching. Os resultados da detecção foram avaliados usando a medida− F1 e
a AUCPR e comparados com os das técnicas de casamento de padrões e matriz Hessiana
[10]. Os resultados indicaram que a técnica proposta alcançou valores superiores a ambas as
técnicas.

Como trabalho futuro, uma análise morfológica das células detectadas deverá ser rea-
lizada com o objetivo de reduzir o número de sinais falso positivos, ou seja, células erronea-
mente detectadas e identificadas como leucócitos.
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