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Resumo — A detecgio e classificagdo de danos nas imagens do ensaio cometa é um importante indicativo de alguns problemas
de saide, como por exemplo o cancer. No entanto, normalmente, a detec¢io e classificagdo de danos por meio deste tipo de en-
saio sdo realizadas manualmente, decorrendo em erros e lentiddo. Embora existam algumas abordagens automatizadas para esse
problema, tais abordagens detectam as células e classificam seus danos com niveis de eficiéncia nao tao satisfatério. Neste ar-
tigo, € proposto o SMART COMET, uma soluc¢do de detec¢ao baseada em filtros morfoldgicos, detec¢@o de borda e classificacao
usando um sistema especialista. Experimentos mostram resultados mais eficientes que outras abordagens presentes na literatura
em imagens com borda de objetiva nos protocolos do ensaio cometa de nitrato de prata e GelRed. Adicionalmente, dispondo de
imagens sem borda da objetiva utilizando os protocolos de nitrato de prata e GelRed, o SMART COMET mostrou-se, também
mais eficiente que outras abordagens propostas na literatura.

Palavras-chave — Automacio, Visdo Computacional, Sistema Especialista, Ensaio Cometa

Abstract — The detection and classification of damage to the comet assay images is an important indication of some health
problems, such as cancer. However, typically, the detection and classification of damages by this type of assay are carried out
manually but depends on errors and delays. Although there are some automated approaches to this problem, such approaches
detect cells and classify their damage with not so satisfactory efficiency levels. In this article, we propose the SMART COMET,
a detection solution based on morphological filters, edge detection and classification using an expert system. Experiments show
more efficient results than other approaches in the literature images with objective edge in the comet assay protocols of silver
nitrate and GelRed. Additionally, providing images without the lens edge using silver nitrate protocols and GelRed, SMART
COMET proved also more efficient than other approaches proposed in the literature.

Keywords — Automation, Computer Vision, Expert System, Comet Assay.

1. INTRODUCAO

O entendimento dos processos moleculares que geram doengas cronicas, invariavelmente, abordam fatores ambientais. De
fato, a exposi¢do do ser vivo a agentes téxicos pode interferir na harmonia e estabilidade do DNA [1]. Neste quesito, destacam-
se os canceres oriundos da exposicao a carcindgenos [2]. A capacidade de detectar, precocemente, tais mecanismos aumenta as
chances de se reverter a patogénese e, quando ndo, melhorar a qualidade de vida dos individuos envolvidos [3].

Um ensaio, em especial, é aceito como um método de detec¢ao precoce das mudangas moleculares supracitadas - o teste do
cometa, também conhecido como Single-cell gel electrophoresis (SCGE) [4]. Desenvolvido por Singh [5], é uma importante
ferramenta utilizada nos estudos de biomonitoramento populacional [6] [3], ecotoxicoldgicos [7] [8], de conduta clinica [9],
estudos pré-clinicos [10], dentre outros. E um ensaio muito sensivel para a deteccio de virios tipos de danos no DNA (quebra
de fitas dupla ou simples, danos oxidativos, ligacdes cruzadas e sitios dlcali-1dbeis) induzidos por compostos genotdxicos e
mutagénicos [11].

O procedimento é de facil compreensdo. De forma objetiva, células sdo incorporadas a um gel de agarose e lisadas. Este
procedimento € seguido de tratamento eletroforético. Durante esta etapa ha a migracdo do material oriundo da quebra do DNA
para o anodo, revelando a estrutura que nomeia o teste [5] [11] (Figura I). Os cometas podem ser identificados e mensurados pelo
método visual (classificacdo visual) (Figura 1) ou por softwares que analisam as imagens de forma automadtica [12] [13] [14].
Nessas anélises, quanto maior o distanciamento da cauda em relacdo a cabega, maior € o dano identificado [15].

O processamento através de softwares, aumenta a rapidez do teste e diminui as varidveis intrinsecas do observador. Além
disso, proporcionam uma gama de dados néo obtidos através do escore visual, como o percentual de DNA na cabega e cauda [16].
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Figura 1: Exemplos de cometas encontrados apds o processamento de lise, eletroforese e coloragdo com GelRed. Os niimeros
abaixo de cada imagem sao os utilizados durante a classificag@o visual segundo Collins [12].

Neste contexto, o desenvolvimento de softwares capazes de avaliar automaticamente o ensaio do cometa deve ser estimulado,
visto que os beneficios oriundos da introducao deste teste na rotina médica trariam beneficios [11].

Desde o inicio da definicdo dos primeiros protocolos do ensaio cometa, almejava-se um método eficiente para avaliagdo
automadtica das imagens produzidas. Recentemente foram desenvolvidos softwares que apontam cada vez mais para uma solucdo
dtima, como por exemplo, os sistemas desenvolvidos por Frieauff et al. [17], que buscavam uma forma de medir o momento da
cauda. Kumaravel et al. [16], propdem sumarizar e analisar os pardmetros criticos necessarios para uma avaliacdo razodvel do
ensaio cometa. Existe ainda a soluc¢@o inovadora proposta por Gyori et al [14], chamada OpenComet, que utiliza um perfil de
iluminagdo para estimar diversas caracteristicas, entre elas o dano. Além disso, existe o software desenvolvido por Sreelatha et
al [18], que definiu uma metodologia para avaliar o dano nas imagens geradas a partir do protocolo de nitrato de prata.

Essas técnicas empregadas fazem uso de fungdes basicas, oriundas da drea de Visdo Computacional, como correcio de
brilho e contraste, processos de eliminag¢do de ruidos e realce de pontos relevantes [14] [18]. A maior parte dessas técnicas sao
empregadas em sistemas de grande aceitacdo na literatura, como por exemplo o CaspLab [13] e o OpenComet [14]. Contudo,
o processo ainda é muito custoso, necessitando de uma grande quantidade de laminas para se obter identificagdo de células e
classificacdo de dano satisfatdrias [19]. Na Tabela I apresenta-se uma descricdo sumdria comparativa das caracteristicas presentes
em sistemas tradicionais para essa finalidade (CaspLab [13] e OpenComet [14]) com relacdo ao SMART COMET. Usando como
parametros, os protocolos do ensaio cometa que podem ser utilizados, se as imagens podem ser ou ndo com sombra da objetiva,
o tipo de ferramenta que utiliza para deteccao e o tipo de ferramentas que utiliza para classificacio.

Sistema Tipos de protoco- Imagens Ferramentas de Ferramentas de
los aceitos com sombra deteccdo dos classificacdo

da objetiva cometas

CaspLab Protocolos seme- Sim O operador detecta  Classificag@o
lhantes ao Nitrato manualmente inteligente base-
de Prata e Imuno- ada em perfil de
fluorescéncia (em iluminacgdo
escala de cinza)

OpenComet Protocolos seme- Sim Correcdo de fundo, Classificagdo
lhantes ao Nitrato limiar  adaptdvel inteligente base-
de Prata e Imuno- segundo a ima- ada em perfil de
fluorescéncia (em gem, filtros mor- iluminagdo
escala de cinza) folégicos, perfil de

iluminagdo

SMART COMET  Protocolos seme- Sim Filtros mor-  Sistema especia-
lhantes ao Nitrato folégicos, limiar lista baseado em
de Prata e Imuno- auxiliado por his- 4rea
fluorescéncia tograma, deteccdo

de contornos e
filtro de tamanhos

Tabela 1: Quadro comparativo entre CaspLab, OpenComet e SmartComet.
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Diante disso, este trabalho propde uma abordagem dispondo de técnicas de Visdo Computacional (filtros morfolégicos e
deteccdo de contornos) para a etapa de identificacio de células nas imagens obtidas por meio do ensaio cometa e de um Sistema
Especialista modelado com base na classificacdo de Collins [19] [20] para a etapa de classificacdo.

2. SMART COMET

Nesta secdo é abordada uma visao geral do ensaio cometa, uma técnica muito utilizada para classificacao de danos em células.
Além disso, € descrito um pouco sobre visdo computacional para a identificacdo das células, bem como os sistemas especialistas
que sdo utilizados para classificar os danos, de acordo com a abordagem proposta neste artigo.

2.1 Ensaio Cometa

As células humanas estdo sendo constantemente expostas a todos os tipos de fatores prejudiciais e nocivos, que podem
danificar o DNA. Este dano pode ser de causas externas(”Exdgena”), raios solares e poeiras quimicas por exemplo, ou de causas
internas ("Enddgena”), que fazem parte do processo natural de renovagdo celular [18].

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisas no Cancer (International Agency for Research in Cancer - IARC) a exposi¢io
exodgena, principalmente relacionada a polui¢do, foi classificada como a principal causa para a carcinogénese [21]. Sendo de
extrema importancia para a mensuracao e classificacio deste tipo de dano, para nao s6 definir as causas de cancer, mas também
para o seu diagnéstico clinico. Um método comum para quantificar o dano celular é através do ensaio cometa, devido ser
extremamente sensivel, de baixo custo e rico em quantidades de dados resultantes.

O ensaio cometa consiste em expor nucleotideos (nucleo celular), envolvidos em uma camada dupla de gel agarose de pontos
de fusdo diferentes, a um campo elétrico que ird quebrar o DNA e formar uma “cauda do cometa” compostas pelas partes de
DNA que escaparam do nicleo [20]. Ap6s uma coragem adequada, pode-se usar diversas técnicas para a classificacdo de dano
celular [19].

Apesar de existirem diversos métodos para analisar os resultados do ensaio cometa, apenas dois sdo mais comumente usados:
inspecdo visual e analise digital de imagens [16] [22]. Apesar da inspe¢do visual apresentar-se viavel e ser muito usada, ela
requer critérios subjetivos do profissional que estd analisando as imagens [13] [14], além de ser extremamente dispendiosa
temporalmente. A solug@o alternativa para este tipo de problema esta no processamento digital de imagens [22]. Como vantagem
associada, tem-se a possibilidade de andlise de um grande nimero de imagens, em um curto periodo de tempo [14] [17] [23],
padronizando os resultados e reduzindo drasticamente o tempo.

2.2 Visao Computacional

Como parte essencial para a identificacdo automatizada de cometas e suas caracteristicas, hd a necessidade de uso da
Visd@o computacional. Esta visa reconhecer diversas caracteristicas em imagens, sendo capaz de extrai-las e possibilitando uma
classificacdo adequada ao dano celular [14] [17] [23].

A Visdo Computacional procura combinar imagens ou modifica¢des diretas em imagens, com base em cendrios anteriormente
adquiridos [24]. Essas modifica¢des diretas em imagens, sdo chamadas de técnicas de Visdo Computacional de baixo nivel ou
processamento digital de imagens, que modificam os pixels (menores parte de uma imagem) de alguma forma, alterando suas
caracteristicas [24]. Essas técnicas podem ser divididas em trés etapas bdsicas: aquisicao, pré-processamento (reduc¢do de ruidos)
e segmentacgao (total ou parcial) [25] [24].

Apesar das técnicas de processamento de imagens serem distintas entre si, quase sempre segue-se uma metodologia co-
mum [26]. Inicialmente parte-se de uma imagem em um sistema de arquivo, aplica-se uma corre¢do de fundo, como filtros mor-
foldgicos ou equalizacdo de brilho e contraste, e por tltimo, algum método matemadtico ou nao, de extracdo de caracteristicas,
como a transformada de Hough, deteccdo de contornos ou mesmo uma binarizagao simples [26] [27].

Contudo, um sistema de Visdo Computacional serd um mecanismo antecessor a um sistema de classificacdo. Dentre as
opgdes, pode-se apontar como uma melhor alternativa, o uso de um sistema especialista. O mesmo possui uma grande taxa de
confiabilidade em aplicagdes cujas regras de decisdo possam ser representadas pelas regras do tipo Se Fato Entao Consequéncia
[28] [29].

2.3 Sistema Especialista

Para a classificagdo do nivel de dano celular foi implementado um sistema especialista baseado nas regras propostas por
Collins [19]. Um sistema especialista € um programa especializado em uma drea especifica do conhecimento [29] [28] [30].
Tais sistemas ficaram conhecidos por sua capacidade de implementacdo fécil e rdpida de uma base de conhecimento restrita,
permitindo uma maior clareza na sua representacdo, na regra de decisdo ou nos dados que apoiam esta decisdo [28] [30].

Segundo Whitby (2004) [31], um sistema pode apresentar padrdes de baixo raciocinio se possuir um conhecimento de alta
confianca. E exatamente nesta classificacdio que 0 SMART COMET se enquadra. Por ser baseado nas regras propostas por
Collins [19], o sistema especialista utilizado € bastante simples de implementar, mas possui alta confiabilidade nos resultados.

A base de regras do tipo Se Fato Entao Consequéncia foram implementadas baseadas em Collins [19]. O sistema especialista
tem como dados de entrada os valores da area do cometa e area do nicleo (saida do médulo de visdo computacional), e como
saida a classificacdo do dano celular em cada cometa identificado.
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3. METODOLOGIA

Neste trabalho utilizou-se dois protocolos diferentes do ensaio cometa. O primeiro baseado na coloracdo de Nitrato de Prata,
utilizando imagens disponiveis nos arquivos digitais do Laboratorio de Biologia Molecular e de Estudo de Injiirias Biologicas
da Universidade Estadual do Piaui. O segundo baseado no protocolo de coloragdo de GelRed.

Posteriormente, foram utilizados ferramentas de visdo computacional, inicialmente como pré-processamento das imagens
com o intuito de eliminar ruidos e destacar caracteristicas importantes das mesmas, para ao final serem utilizados algoritmos
de deteccdo de contorno para a obtencdo das dreas da cauda e cabeca do cometa. Por fim, um sistema especialista baseado nas
regras de Collins foi implementado com a fungao de classificar o dano celular. Cada etapa supracitada é detalhada nas proximas
subsecdes.

3.1 Preparacao das Imagens

O teste do cometa segue basicamente a metodologia descrita por Singh [5], com alteracdes para a coloracdo GelRed. As
laminas sdo previamente cobertas por solucido de agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%, sendo mantidas em temperatura
ambiente até a sua solidificagdo. Coleta-se 40uL de amostra (ex. sangue total, figado, hipocampo entre outros.) misturando-a
com 120uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 1% para formar a suspensao de células.

Em seguida, a suspensdo de células é aplicada rapidamente sobre a primeira camada de agarose, sendo a lamina, entdo,
coberta com a laminula (24x60mm) e mantida em baixa temperatura por Smin até solidificar a agarose. Depois, a laminula é
retirada e a 1dmina mergulhada em solucdo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA , 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO;
pH 10) a 4°C e protegida da luz por um tempo minimo de 2 horas. Ao serem removidas da solucéo de lise, serdo colocadas na
posicdo horizontal na cuba de eletroforese e submetidas a corrida de eletroforese. Esta deve estar em um "banho de gelo”, para
manter a temperatura da eletroforese constante em torno dos 4°C.

A cuba serd, entdo, preenchida com a solucao de eletroforese (1mM EDTA, 300mM NaOH; pH>13) recém-preparada. Estas
ficam em repouso por 20min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposicdo dos sitios
lcali-labeis. A eletroforese € conduzida a 25V e 300mA por 20min. Todos esses passos sdo realizados na presenca de baixa
luminosidade. Apds a eletroforese, as ldminas sdo retiradas da cuba e mergulhadas na solugio de neutralizagdo (0,4M tris; pH
7,5) por Smin. As laminas sdo lavadas em dgua destilada e, apds secas, sdo coradas em 4uL de GelRed numa concentracgio de 2:
10.000 L. Entdo sdo levadas ao microscépio NIKON modelo LABOPHOT 2, quando sdo fotografadas por um sistema OPTON,
composto por uma camera digital CCD 5.0 mega pixel para imunofluorescéncia. Todas as imagens capturadas, juntamente
com as imagens disponiveis nos arquivos digitais do Laboratério de Biologia Molecular e de Estudo de Injiirias Bioldgicas da
Universidade Estadual do Piauf, formaram a base de testes utilizada pelo sistema de reconhecimento e classificacio.

3.2 Sistema de Reconhecimento e Classificacao

Ap6s ter executado o ensaio cometa corretamente, imagens similares as apresentadas na Figura 2 foram obtidas. As imagens
superiores representam laminas preparadas pelo método de nitrato de prata e as imagens inferiores, laminas obtidas pelo método
utilizando GelRed. Para o processo de identificacdo € necessdrio desenvolver um sistema capaz de identificar e reconhecer
caracteristicas importantes dos cometas e quantificar pardmetros desejados [14] [17] [23] [32]. Para este fim, utilizou-se a
framework OpenCV de Visdo Computacional devido sua praticidade, precisdo e ao grande nimero de algoritmos implementados
[27] [26].

Figura 2: Algumas das imagens utilizadas neste trabalho.

Antes de prosseguir para as etapas de Visdo Computacional de baixo nivel (Figura 3), foi necessdrio definir caracteristicas
desejdveis nas imagens, ou seja, os pontos de interesses [27] [26]. Segundo Collins [19] € possivel definir o dano celular como
uma razao entre o didmetro da “cauda” e da “cabega” [20] [19]. Uma forma de fazer isso € através do padrdo de iluminacio
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ou perfil de iluminagdo, aplicado diretamente [14] ou indiretamente, que € o caso deste trabalho. Este perfil de ilumina¢io pode
ser usado para determinar o conjunto cauda-cabe¢a como um todo, separando-o do fundo da imagem, e ap6s esta etapa, pode-se
utiliza-lo novamente para determinar apenas a cabeca. Sendo assim, ha dois objetivos a serem alcancados:

1. Medir o conjunto cauda-cabega, extraindo o seu didmetro;
2. Extrair o didmetro da cabeca do cometa do conjunto total;

Ap6s definido as caracteristicas desejaveis e a aquisicao de imagens por meio do teste do cometa, procedeu-se o pré-processamento,
que foi executado de forma a eliminar ruidos [27], devido a necessidade de uma delimitacdo precisa dos cometas [18] [16] [14]
[32]. Para este fim, foram usados os filtros morfoldgicos (erosao e dilata¢do), apesar de serem usualmente utilizados em imagens
bindrias [18] [26], como elemento de segmentagdo. Neste trabalho foi utilizado como uma etapa de pré-processamento [14].
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Figura 3: Modelagem da avaliacio automatica do cometa, com caracterizagdo das etapas de VisGo Computacional.

Estes filtros se baseiam em uma forma predefinida, também chamada de elemento estruturante, que € aplicada a vizinhanca
de um pixel ancora [26]. O objetivo deste filtro € realcar o contorno do cometa analisado, através de um processo de dilatagdo e
contragdo [14] em uma imagem em escala de cinza.

Apds o pré-processamento, € utilizada uma binarizagdo dindmica [14] [32]. Esta consiste em utilizar intensidades de pixels,
calculados através da magnitude do histograma. O valor maximo de um gréifico de concentracao de determinados valores de
pixel (histograma) foram usados para definir o fundo da imagem [27] [26] [25], permitindo uma distin¢do plena entre cometas e
fundo da imagem.

Com as imagens devidamente binarizadas, procede-se com o segundo passo da segmentagdo, que € a detecgcdo de contornos,
implementada na biblioteca OpenCV através do método findContours [27] [26]. O principal problema em se usar a deteccio
de contornos, ndo estd propriamente no método de deteccdo, mas sim no método que o antecede: a binarizacdo [26]. E dificil
encontrar um limiar 6timo para eliminar todos os pontos indesejados [26], fazendo-se necessdrio uma etapa extra, dispondo de
filtro de tamanhos.

O filtro de tamanhos funciona semelhante ao filtro de frequéncia [25] [24] [27] [26], ndo permitindo que caudas muito grandes
ou muito pequenas sejam encaminhadas a etapa de deteccdo de cabeca. Esses cometas podem representar ruidos, como bolhas
de ar ou coldnias de bactérias, ou mesmo conjuntos de cometas sobrepostos, que sdo eliminados [14]. Além disso, o filtro de
tamanhos tem por objetivo eliminar cometas, cuja a propor¢ao do didmetro longitudinal pelo didmetro transversal, € muito dife-
rente com relacao aos outros cometas. Essa diferenca € medida empiricamente, considerando os menores diametros (longitudinal
e transversal) e os maiores didmetros (longitudinal e transversal) em cada lamina, separando em trés grupos (representando 1/3
cada). Os cometas a serem considerados deverdo estar posicionados no grupo central.

Na etapa seguinte, uma lista de coordenadas (x,y) representando o contorno do cometa € obtida, a qual detém a cauda
(representada pelo préprio contorno do cometa) e a cabega (geralmente imersa sobre o corpo do cometa). Tais coordenadas
serdo utilizadas para a extracdo do contorno da cabeca, através do mesmo processo usado na cauda. Observa-se que a cauda é
representada pelo contorno do préprio cometa. Utilizando o conjunto de coordenadas da cabeca e da cauda, calcula-se a drea,
que em uma figura regular, proporcional ao seu didmetro e portanto, a razdo do didmetro da classificagdo de Collins [20] [19]
pode ser usada a partir da drea no sistema de classificagdo.

Com o critério de Whitby [31], um sistema especialista pode ser muito simples, mas altamente confidvel, se a base de re-
gras for baseada em informacdes também confidveis, ou seja, com baixa incerteza. A base de regras do tipo Se Fato Entdo
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Consequéncia sao implementadas baseadas em Collins [19]. Os dados de entrada sdo os obtidos pelo médulo de visdo com-
putacional (drea da cauda e drea da cabega). Estas regras podem ser visualizadas abaixo. Note que o valor da proporcio
(areaCauda/areaCabeca) depende de cada tipo de dano. O algoritmo foi reduzido para representar somente a ideia que foi
implementada no SMART COMET.

Entrada: AreaCauda, AreaCabeca
Saida: Classe de dano celular

1 inicio
2 se AreaCauda/AreaCabeca < I entao
3 | DanoCelular =0
4 fim
5 senao se AreaCauda/AreaCabeca < 1.5 entao
6 ‘ DanoCelular = 1
7 fim
8 senao se AreaCauda/AreaCabeca < 2.5 entao
9 | DanoCelular =2
10 fim
1 senao se AreaCauda/AreaCabeca < 3.5 entao
12 ‘ DanoCelular = 3
13 fim
14 senao
15 | DanoCelular = 4
16 fim
17 fin

3.3 Experimento

De posse do sistema de reconhecimento e classificag@o e das imagens do ensaio cometa de ambos os protocolos, foi necessario
analisar algumas métricas de desempenho, para mensurar a capacidade do sistema frente a outros citadas na literatura. Neste
caso o OpenComet [14], foi escolhido para realizar a comparagao de desempenho devido ser mais recente e ter uma estrutura de
reconhecimento mais semelhante ao SMART COMET. Por esta razdo, aponta-se as seguintes etapas do experimento:

1. Foram submetidas 129 cometas do protocolo de nitrato de prata e 39 cometas do GelRed, com sombra da objetiva, ao
SMART COMET e ao OpenComet e entdo anotados os resultados para andise de caracteristicas posterior;

2. Foram submetidas também 129 cometas do protocolo de nitrato de prata e 39 cometas do GelRed, sem sombra da objetiva,
ao SMART COMET e ao OpenComet e entdo anotados os resultados para analise de caracteristicas posterior. Isto foi
necessdrio devido a forma como o OpenComet trabalha de forma diferente quanto a presenga ou auséncia da sombra da
objetiva;

3. Logo apés, foram considerados os resultados das etapas anteriores, e agrupados de forma a obter as seguintes métricas:

(a) Cometas sao todos os cometas presentes nas laminas;

(b) Quant. Cometas Identificados + Falsos Positivo representam aquilo que os sistemas conseguiram extrair das 1aminas;
(c) Cometas Identificados sdo os cometas reais (exceto os falsos positivos);

(d) Falsos Positivos (FP) sdo os ruidos identificados pelo sistema como sendo cometas; e

(e) Taxa de Eficiencia (%) representa a porcentagem dos cometas identificados corretamente;

A etapa de classificacdo foi realizada sobre todos os cometas identificados pelos dois sistemas, incluindo os falsos positivo.
Nos experimentos, os mesmos procedimentos foram realizados para testar os dois sistemas, tentando ser o mais fiel possivel para
cada um e obter um resultado mais justo.

4 RESULTADOS

Os resultados dos experimentos realizados sdo apresentados nas (Tabelas 2 - 5), sendo que a primeira coluna representa o
Protocolo aplicado, a segunda coluna representam a Soma entre os Cometas Identificados e os Falsos Positivos. Na terceira
coluna temos os Cometas Identificados, representando os cometas efetivos capturados. Na quarta coluna sdo representados os
Falsos Positivos, que representam ruidos captados pelos sistemas. Na ultima coluna € apresentada a Taxa de Eficiéncia em
porcentagem, que € a razdo entre os Cometas Identificados e os Cometas Identificados acrescidos dos Falsos Positivos.

A Tabela 2 representa os resultados da andlise das imagens do SMART COMET com a sombra da objetiva. A Tabela 3 é a
representacdo dos resultados das imagens analisadas pelo OpenComet [14] com sombra da objetiva. Observando a terceira coluna
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Protocolo Cometas Cometas Identifi- Cometas Identi- FP Taxa de
cados + FP ficados Eficiéncia
(%)
Nitrato de Prata 129 99 56 43 57,57%
GelRed 39 17 16 1 94,12%

Tabela 2: Resultados da detec¢ao de cometas dispondo do SMART COMET com sombra da objetiva.

Protocolo Cometas Cometas Identifi- Cometas Iden- FP Taxa de
cados + FP tificados Eficiéncia
(%)
Nitrato de Prata 129 0 0 0 0,00%
GelRed 39 65 33 32 49,23%

Tabela 3: Resultados da detec¢do de cometas dispondo do OpenComet com sombra da objetiva.

das tabelas 2 e 3, nota-se que na presenca da sombra da objetiva, 0o SMART COMET consegue superar o OpenComet usando
os dois protocolos (nitrato de prata e GelRed). A Taxa de eficiéncia do primeiro é 57% para o nitrato de prata e 94,12% para o
GelRed. Isso acontece porque o OpenComet tem grandes dificuldades em diferenciar os cometas da propria borda ocasionada
pela objetiva. Embora o OpenComet tenha detectado mais cometas (Tabela 2) que o SMART COMET, a quantidade de Falsos
Positivo, apresentada pelo OpenComet € bem mais elevada, atrapalhando sua eficiéncia.

Protocolo Cometas Cometas Identifi- Cometas Iden- FP Taxa de
cados + FP tificados Eficiéncia
(%)
Nitrato de Prata 129 159 53 106 33,33%
GelRed 39 25 23 2 92,00%

Tabela 4: Resultados da detec¢dao de cometas dispondo do SMART COMET sem sombra da objetiva.

Protocolo Cometas Cometas Identifi- Cometas Iden- FP Taxa de
cados + FP tificados Eficiéncia
(%)
Nitrato de Prata 129 0 0 0 0,00%
GelRed 39 46 35 11 76,09%

Tabela 5: Resultados da detec¢@o de cometas dispondo do OpenComet sem sombra da objetiva.

A Tabela 4 demonstra os resultados da andlise das imagens do SMART COMET sem sombra da objetiva. E por dltimo,
a Tabela 5 apresenta os dados da andlise das imagens do OpenComet [14] sem sombra da objetiva. Ainda sem a sombra da
objetiva, 0 SMART COMET consegue superar o OpenComet nos dois protocolos, evidenciando que a solu¢do proposta é mais
eficiente na classificagdo dos cometas. Com base nos resultados das duas tabelas acima é possivel ver que 0 SMART COMET
alcanca indices percentuais de 33,33% e 92,00%, respectivamente ao nitrato de prata e o GelRed, sendo maiores que os obtidos
com o OpenComet. Novamente é possivel observar que o OpenComet consegue detectar mais cometas que o SMART COMET,
porém a taxa de Falsos Positivo novamente bem maior no OpenComet, comprometendo a classifica¢@o correta do nivel do dano
celular.

Um outro fato importante a ser observando nas quatro tabelas acima € uma tendéncia para que as imagens produzidas a partir
do protocolo do GelRed, em ambas as solugdes, tenha um reconhecimento mais eficiente dos cometas. Isso ocorre porque o
protocolo do nitrato de prata acaba confundindo os algoritmos nas duas abordagens de deteccao dos cometas, uma vez que alguns
ruidos sdo considerados devido a semelhanga com os préprios cometas. A quantidade maior de Falsos Positivos é proveniente
de sujeiras e bactérias que sdo consideradas cometas equivocadamente pelas duas abordagens (OpenComet e SMART COMET).
No caso do OpenComet, o protocolo de nitrato de prata pode causar uma Taxa de Eficiéncia nula (0,00%), inviabilizando sua
adocdo na classificacdo de danos celulares.

Foi observado ainda, que grande maioria dos Falsos Positivos encontrados eram provenientes do dano 4. No caso de imagens
quadradas(sem sombra da objetiva), este dano representou 83,02% dos Falsos Positivos no protocolo de nitrato de prata, ja no
protocolo GelRed a taxa de Falsos Positivos foi 100% para o dano 4. Contudo, no caso das imagens circulares(com a sombra
da objetiva), o protocolo de nitrato de prato para o dano 4 mostrou-se levemente mais eficiénte, representado 79,07% dos Falsos
Positivos. Ja o GelRed, para imagens circulares, este dano apresentou 100% dos Falsos Positivos. Nas tabelas 6-9 apresentam os
resultados da aplicacdo do sistema especialista para a classificagdo dos cometas detectados.

Para finalizar, deve ser destacado o bom desempenho do SMART COMET nos dois protocolos e nos dois cenarios (com e
sem sombra da objetiva), alcangando taxas proximas a limite superior, igualando-se a abordagem manual. Isto permite afirmar
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Sem Sombra

Com Sombra

Tipo de Cometas Cometas de- FP Classifi- Cometas Cometas de- FP Classifi-
Dano Existentes tectados cados Existentes tectados cados

Dano 0 22 27 8 22 21 4

Dano 1 13 16 6 13 9 2

Dano 2 7 9 0 7 9 1

Dano 3 8 10 4 8 12 2

Dano 4 79 97 88 79 48 34

TOTAL 129 159 106 129 99 43

Tabela 6: Resultados da classificagdo do tipo de dano utilizando SMART COMET com protocolo de nitrato de prata.

Sem Sombra

Com Sombra

Tipo de Cometas Cometas de- FP Classifi- Cometas Cometas de- FP Classifi-
Dano Existentes tectados cados Existentes tectados cados
Dano 0 8 5 0 8 3 0
Dano 1 3 2 0 3 2 0
Dano 2 11 7 0 11 2 0
Dano 3 5 3 0 5 3 0
Dano 4 12 8 2 12 7 1
TOTAL 39 25 2 39 17 1

Tabela 7: Resultados da classifica¢@o do tipo de dano utilizando SMARTCOMET no protocolo de GelRed.

Sem Sombra

Com Sombra

Tipo de Cometas Cometas de- FP Classifi- Cometas Cometas de- FP Classifi-
Dano Existentes tectados cados Existentes tectados cados
Dano 0 22 0 0 22 0 0
Dano 1 13 0 0 13 0 0
Dano 2 7 0 0 7 0 0
Dano 3 8 0 0 8 0 0
Dano 4 79 0 0 79 0 0
TOTAL 129 0 0 129 0 0

Tabela 8: Resultados da classificagdo do tipo de dano utilizando OPENCOMET no protocolo de nitrato de prata.

Sem Sombra

Com Sombra

Tipo de Cometas Cometas de- FP Classifi- Cometas Cometas de- FP Classifi-
Dano Existentes tectados cados Existentes tectados cados

Dano 0 8 9 4 8 13 11

Dano 1 3 4 0 3 10 2

Dano 2 11 14 0 11 8 1

Dano 3 5 7 1 5 9 2

Dano 4 12 12 6 12 25 17

TOTAL 39 46 11 39 65 33

Tabela 9: Resultados da classificagdo do tipo de dano utilizando OPENCOMET no protocolo de GelRed.

que o SMART COMET est4 habilitado para substituir o procedimento convencional por um automatizado usando algoritmos que

se aproximam dos resultado reais.

5. CONCLUSAO

A busca por automatizagao do teste do cometa tem levado varios pesquisadores a desenvolverem abordagens computacionais
que visam substituir o procedimento manual, a qual é propicio ao erro e dispendioso. No entanto, as abordagens utilizadas até o
momento ndo t€m conseguido alcangar resultados com baixa taxa de erro. Diante disso, apresenta-se 0 SMART COMET, uma
abordagem que consiste: 1) na utilizag@o de filtros morfoldgicos utilizando-se da visdo computacional para detectar os cometas
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e 2) em adocdo de sistemas especialistas para classificar o dano celular.

Experimentos realizados demonstram que o SMART COMET tem superado o OpenComet (abordagem mais recente na drea)
na classificac@o correta do dano celular. Embora o OpenComet consiga detectar mais células que o SMART COMET, muitos
Falsos Positivos acabam prejudicando o desempenho daquela abordagem, inviabilizando a sua adoc¢do em testes que envolvam o
protocolo do nitrato de prata. O SMART COMET consegue atingir bons resultados no protocolo GelRed, chegando a alcangar
Taxas de Eficiéncia préximas do procedimento manual, com indices acima de 92%, onde o OpenComet consegue 76%.

A quantidade maior de Falsos Positivos alcangadas pelo OpenComet demanda um acompanhando mais criterioso por parte do
analisador (pessoa que acompanha o teste automatizado). O OpenComet nio conseguiu detectar nenhum cometa com o protocolo
do nitrato de prata devido a gradagdo de luz na coloragdo ser bem mais suave, dificultando o reconhecimento. Além disso, os
filtros morfoldgicos utilizados no SMART COMET eliminam grande parte das impurezas nas ldminas.

Como trabalhos futuros, pretende-se melhorar a identificacdo dos cometas no SMART COMET, para que seja possivel clas-
sificar mais eficiente e rapidamente os danos celulares, para que a abordagem seja uma 6tima alternativa na automatizagio de
teste do cometa.
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