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Clasificacion morfoldgica usando descriptores
elementales en imagenes digitales de muestras de
HUVEC

Morphological classification using elemental
descriptors in digital images of HUVEC samples

Miriela Escobedo Nicot'*, Silena Herold Garcia', Ligia Ferreira Gomez?, Camila Machado?®,
Elisingela Monteiro Pereira®, Wilkie Delgado Font'

Resumen El analisis de la deformacion celular en muestras biol6égicas constituye una herramienta importante
para el estudio de algunas enfermedades o procesos asociados a enfermedades en el ser humano. Es por
ello que en este trabajo nos centramos en la posibilidad de obtener de forma automatizada, una clasificacion
morfolégica celular en imagenes de culturas in vitro 2D de células endoteliales de venas de cordén umbilical
humano (HUVEC) para estudio de la angiogénesis usando muestras control y otras tratadas con 3,GPI. Se
realiz6 la clasificacion supervisada de las células en tres clases: circulares, deformadas alargadas (elongadas)
y deformadas poco alargadas (otras deformaciones) usando los coeficientes de formas eliptico (ESF) y circular
(CSF), lo que permitio identificar formas celulares relevantes para la evaluacién de este proceso. Todos los
algoritmos fueron implementados en Plataforma Matlab®. Para comparar los resultados obtenidos entre las
muestras control y las tratadas, se calcularon los intervalos confidenciales para cada una de las clases con un
nivel de confiabilidad del 95 %.

Abstract The analysis of cellular deformation in biological samples is an important tool for the study of some
diseases or processes associated to diseases in the human being. For that reason in this paper we focused
in obtain an automatic morphological classification of cells in images of 2D cultures of human umbilical vein
endothelial cell (HUVEC) for angiogenesis studies using control samples and other with ,GPI. The supervised
classification of cells was performed in three classes: circular, deformed elongated (elongated) and deformed
slightly elongated (other deformations), using the elliptical shape coefficient (ESF) and circular shape coefficient
(CSF), allowing the identification of cell shapes that express morphological elements that are relevant for the
assessment of the angiogenesis process. All algorithms were implemented in Matlab® platform. To compare the
results obtained between the control and treated samples, the confidential intervals were calculated for each of
the classes with a reliability level of 95 %.
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Introduccion

En la actualidad las imdgenes digitales juegan un rol su-
mamente importante en muchos campos de la ciencia, por lo
que la bisqueda continua de métodos para realizar el procesa-
miento de estas imagenes, se ha convertido en una temadtica
ampliamente estudiada en los dltimos afios debido a la relevan-

cia que tiene la extraccion de datos de interés en las ciencias
en las que se aplique. El andlisis de imédgenes digitales incluye
varios pasos entre los que se encuentran: la adquisicién de la
imagen a través de un dispositivo dptico, el pre procesado de
la misma para eliminar imperfecciones que pueden aparecer
durante el proceso de captura, la segmentacion de los objetos
presentes en la imagen y el estudio de las caracteristicas que se
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obtienen a partir de la segmentacion realizada, lo que permite
llegar a conclusiones (de cardcter cualitativas o cuantitativas)
sobre dichos objetos en la imagen.

Dentro del analisis de caracteristicas, el estudio automati-
zado de objetos segtin su forma reviste gran importancia en la
actualidad, y estd ampliamente difundido en una gran varie-
dad de entornos en la vida humana. Este puede considerarse
especialmente necesario en aquellos entornos que ofrezcan
mayor dificultad para el ser humano en cuanto a poder lo-
grar resultados confiables y abarcadores, como pueden ser
aquellos relacionados con el andlisis en imagenes de muestras
microscopicas, debido al gran esfuerzo que supone para un
especialista el permanecer, a veces durante horas, observando
en el microscopio los campos visuales para emitir un crite-
rio cuantificable. En estos casos el cansancio, la posicion, la
dificultad del propio medio de observacion, e incluso la varia-
bilidad de criterios entre especialistas, inciden en la calidad
de los resultados obtenidos y provocan que el esfuerzo sea
realmente elevado para garantizar la veracidad de los mismos.

En la préctica existen infinidad de casos donde se tratan
situaciones de clasificacién de objetos detectados en imdgenes
digitales segin su forma. Por ejemplo en medicina, algunas
enfermedades o determinados procesos fisioldgicos, causan
deformaciones celulares que pueden ser identificadas y pro-
cesadas para emitir diagndsticos y sugerir tratamientos ade-
cuados. En este trabajo haremos referencia a la angiogénesis,
donde la forma de las células endoteliales se puede correla-
cionar con los procesos de migracién y proliferacion celular y
formacién de estructuras tubulares.

La angiogénesis es el proceso que permite la formacion de
nuevos capilares a partir de vasos pre-existentes en el cuerpo
y que envuelve una secuencia compleja de eventos mediados
por moléculas de sefalizacion para el crecimiento, la migra-
cién y la diferenciacion celular [1]. Su estudio reviste gran
importancia pues es un proceso estrechamente relacionado
a un gran nimero de eventos patoldgicos, que incluyen la
transicién de la fase de crecimiento vascular inofensivo a la
potencialmente fatal del tumor.

En los dltimos afios se han realizado diversas investigacio-
nes dirigidas a la automatizacion del andlisis de la angiogéne-
sis en imdgenes digitales de cultivos in vitro de células endo-
teliales, especificamente para el estudio de los procesos de
migracion, proliferaciéon y formacién de estructuras en for-
ma de tubos. En ([2], [3], [4], [5], [6], [7], [8], [9]) pueden
encontrarse algunos ejemplos, con los que se demuestra la
factibilidad de desarrollar un estudio automatizado en este
tipo de imagenes. Otros estudios han centrado su atencién
en la valoracion de efectos producidos por variados tipos de
intervencion de caracter pro o anti-angiogénico a partir del
andlisis cuantitativo de la angiogénesis en ensayos in vitro. En
este sentido se han realizado investigaciones desde el punto
de vista computacional dirigidas al estudio de la actividad de
varios compuestos en ([10], [11], [12]). También se tienen
otras aproximaciones que emplean el andlisis morfoldgico de
las células endoteliales en este tipo de muestras para el estudio

de la angiogénesis ([13], [14], [15], [16]).

En estas investigaciones lo mds comun es hacer el andlisis
de la angiogénesis a partir de la cuantificacion del area de
regiones individuales o de grupos de células, del andlisis de
la direccién del crecimiento celular o de las estructuras con
formas de tubos capilares que se forman en el proceso a partir
de delimitar su longitud y tamafio. Pero cuando se analiza
el comportamiento celular desde etapas tempranas (a partir
de las 24 h de incubacidn) entonces resulta idoneo realizar
un andlisis morfolégico que permita hacer una diferencia-
cioén donde se expresen los diferentes niveles de deformacion
celular. El anélisis en etapas tempranas puede proporcionar
informacién que indique la conducta de las células ante el
estimulo a que estdn siendo expuestas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se
propone realizar un andlisis morfolégico cuantitativo de HU-
VECs bajo la influencia de la B, GPI, presentes en imdgenes
digitales de culturas 2D in vitro. La ,GPI es una proteina a la
cual se le ha atribuido propiedades de caracter anti-angiogéni-
cas en determinados ambientes experimentales ([17], [18]).
La diferenciacién celular se propone estudiarla en tres clases:
circulares, deformadas alargadas (elongadas) y deformadas
poco alargadas (otras deformaciones). Desde el punto de vista
computacional no se tiene referencia de que este proceso haya
sido estudiado de esta forma. Esta clasificacién permite deter-
minar formas que expresan elementos morfoldgicos relevantes
para la evaluacion del proceso de la angiogénesis, como por
ejemplo: formacion de prolongamientos celulares, pérdida
de la simetria radial, aparecimiento de la simetria axial o de
formas triangulares, variaciones de tamaifio, entre otras.

Las muestras valoradas fueron obtenidas a las 24 horas
de incubacién para permitir el estudio de forma precoz. Se
emplearon como caracteristicas morfoldgicas el coeficiente
eliptico (ESF) y el coeficiente de circularidad (CSF) [19], que
han demostrado buen desempefio al ser empleados con anterio-
ridad en estudios con células que adoptan formas semejantes
a las definidas en esta investigacién [20].

La metodologia propuesta plantea dos etapas en el estudio:
una primera etapa donde se utilizan del total de imagenes
un subconjunto de ellas para determinar la efectividad de la
realizacién del proceso de deteccidn y clasificacion celular
teniendo en cuenta el criterio del especialista y una segunda
etapa donde, considerando la validez del proceso demostrada
en la primera etapa, se emplea este método para obtener un
criterio numérico sobre la deformacién existente en las células
presentes en el resto de las imagenes. La comparacién de los
parametros obtenidos para las muestras control y las tratadas
fue desarrollada calculando los intervalos confidenciales para
cada una de las clases con un nivel de confiabilidad del 95 %.

1. Métodos

Las diferentes etapas desarrolladas pueden resumirse co-
mo sigue:

= Preparacion de las muestras y captura de las imédgenes.
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= Segmentacion usando el método de umbralizacion.
= Evaluacién del 4rea celular.

» Clasificacion usando los coeficientes elementales ESF
y CSF.

= Conteo de las células.

Todos los algoritmos usados fueron implementados en plata-
forma Matlab®.

Después de adquirida la imagen es segmentada usando
el método de umbralizacién. El estudio fue realizado consi-
derando el campo de observacion del microscopio completo.
Luego de la segmentacion el ruido que después de segmenta-
da la imagen adn se mantiene presente, es eliminado usando
operaciones morfoldgicas de apertura y cierre [21]. Fueron
consideradas regiones validas para clasificar morfolégicamen-
te aquellas que presentaron un drea mayor que la mitad del
area promedio de todos los objetos segmentados en la imagen
y menor que el doble de la misma, con el objetivo de descartar
regiones que contengan solapamientos de células o se corres-
pondan con las regiones muy pequefias no pertenecientes a
células.

Para determinar la morfologia celular usando los coefi-
cientes ESF y CSF, se emplearon los valores determinados
en [22]. Aunque hay que destacar que se realiz6 un ajuste del
umbral usado para el coeficiente CSF lo cual garantizé una
mayor robustez en cuanto a la diferenciacion de las células
circulares y las deformadas poco alargadas. Los valores son
definidos de la siguiente forma:

= Si ESF<0,5 la célula es deformada alargada o elonga-
da.

» Si ESF>0,5y CSF<0,9 la célula es deformada poco
alargada o con otra deformacioén.

= Si ESF>0,5y CSF>0,9 la célula es circular.

Algunas de las etapas principales del trabajo son mostra-
das en la Figura 1.

v 0 ’.‘,(’
. O
" . .
: . \l'..

-
Resultado

Imagen original Imagen Segmentada

de la
Clasificacién

Figura 1. Flujo de trabajo del proceso.

1.1 Segmentacion

El primer paso a seguir para realizar el andlisis de es-
tructuras de interés presentes en una imagen digital es la
segmentacién de las mismas. La segmentacion es el proce-
so que subdivide una imagen en sus partes constituyentes

u objetos, y es uno de los elementos fundamentales en el
estudio automatizado de imégenes, debido a que es en esta
etapa donde se extraen los objetos de interés de una imagen
para realizar analisis posteriores, que incluyen descripcion y
reconocimiento de caracteristicas [23].

En este trabajo considerando que existe una buena dife-
renciacion entre los objetos de interés (HUVEC) y el fondo,
es decir, los valores de intensidad de los objetos estan fuera
del rango de los valores de intensidad del fondo, las imagenes
fueron segmentadas usando un método de segmentacién por
umbralizacidn, el cual hace una clasificacién de la imagen
en dos clases de pixeles. Sea f{x,y) una imagen, tal que los
pixeles pertenecientes a los objetos y al fondo tienen valores
de intensidad agrupados en dos modos dominantes. La imagen
umbralizada g(x,y) queda definida de la siguiente forma:

_J st fluy) 2T,
g(x,y)—{ 0 si f(xy)<T.

Donde T es el valor de umbral definido.

ey

1.2 Descriptores elementales de formas

Entre los descriptores mas elementales para el andlisis de
formas estan el coeficiente de forma circular (CSF por sus
siglas en inglés) y el coeficiente de forma eliptico (ESF por
sus siglas en inglés) [19], los cuales se basan en caracteristi-
cas geométricas de los objetos. El valor de ESF expresa la
elongacion del objeto, mientras que el valor de CSF expresa
que tan cercano se encuentra el objeto a una forma circular.
Si el objeto es perfectamente circular ambos descriptores to-
man el valor 1. Si A y P representan el drea y perimetro del
objeto respectivamente, entonces ambos valores pueden ser
obtenidos de la siguiente forma:

4wA

CSF = o 2)
Eme

ESF = ™ 3)

ma

Donde:
= FE,. representa la abscisa menor del objeto.

= FE,,, representa la abscisa mayor del objeto.

1.3 Preparacion de las muestras

Los estudios fueron conducidos con subfracciones del
proceso de purificacién que son ricas en monémeros de 3, GPI
purificada, obtenidas por elucién de la columna de Heparina
Sefarosa después de filtracién por membranas de acetato de
celulosa, con poros de didmetro 0,22 pm para eliminar la
contaminacion bacteriana y diluciéon en medio de cultura sin
suero.

Las células endoteliales en la concentracién de 2 x 10*
células/ml, fueron colocadas en medio de cultivo RPMI 1640!
suplementado con suero fetal bovino a 10 % en placas de 24

'Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute.
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pozos, sobre cubreobjetos de vidrio con 13 mm de didmetro,
previamente esterilizados en autoclave. En cada pozo fue adi-
cionado una concentracién igual a 30 ug/ml de la proteina y la
incubacién fue interrumpida a las 24 h. Las células adheridas
a los cubre objetos de vidrio fueron tefiidas con una mezcla
de Hematoxilina y Azul de Metileno utilizada en laboratorios
de Hematologia (May-Grunwald-Giemsa), para un resultado
de patrén suave con buena transparencia citoplasmatica.

1.4 Captura de las imagenes

Fueron obtenidas imagenes de distintos campos a partir de
4 muestras de HUVEC, usando una cdmara Point Grey (GS3-
U3-1455M) con objetivo de aumento de 3,2x. Para cada
lamina, que incluyen tres pozos de cultivo, fueron capturadas
entre 17 y 22 imagenes de campos secuenciales sobre un
diametro determinado en la muestra, con una resolucion de
1384 x 1036 pixeles. Las imédgenes utilizadas se dividieron
en dos grupos, un grupo no tratado con la 8, GPI, denominado
grupo control y un grupo tratado con la 3, GPI. En total fueron
procesadas un conjunto de 222 imégenes, distribuidas en 87
imagenes obtenidas de las muestras control y 94 imagenes
obtenidas de las muestras tratadas con 3, GPI.

1.5 Descripcion de los experimentos
El andlisis de los resultados obtenidos fue dividido en dos
etapas, encargadas de:

1. Verificar la efectividad de la deteccién de células como
resultado del proceso de segmentacion y verificar la
efectividad de realizar una clasificacion supervisada en
este tipo de imagenes, tomando una parte del total de
las imagenes del conjunto.

2. Realizar la clasificacion para todo el conjunto de image-
nes restantes y el andlisis estadistico de los resultados
obtenidos.

Para validar la efectividad en la deteccidén de células en las
imagenes, se aplico el siguiente funcional de calidad:

o(5) = OBC
P)= OBC+ OMC + OAC’

(€]
donde:

= OBC: representa la cantidad de células bien detectadas
en el proceso de deteccién p.

= OMC: cantidad de regiones pertenecientes a células no
detectadas.

s OAC: cantidad de células mal detectadas.

Para evaluar el desempefio en la clasificacion se utilizaron
un conjunto de imagenes clasificadas de antemano de forma
manual por parte de los especialistas. Las mismas fueron seg-
mentadas y clasificadas como se describi6 anteriormente. Para
cada clase obtenida se determinaron los valores se sensibili-
dad, precisién y especificidad, medidas de calidad que son
extraidas a partir de la matriz de confusion [24]. Estos valores
pueden ser descritos de la siguiente forma:

= Sensibilidad (True Positive Rate (T'PR) por sus siglas
en inglés) es la proporcion de objetos que estdn clasifi-
cados dentro de la clase C;, de entre todos los objetos
que realmente son de la clase C;.

= Precision (P) es la proporcion de objetos que realmente
tienen clase C; de entre todos los objetos que se han
clasificado dentro de la clase C;.

= Especificidad (True Negative Rate (T'NR) por sus siglas
en inglés) es la proporcién de objetos que han sido
clasificados dentro de las otras clases diferentes a la
clase C; y que no pertenecen a la clase C;.

En la segunda etapa se realiz6 la clasificacién para todo
el conjunto de imagenes restantes. Los resultados obtenidos
fueron procesados usando el software STATISTICA, versién
10. Se consider6 como valor representativo para el conjunto
de imégenes que se corresponden a un pozo, el valor prome-
dio de los pardmetros medidos. Para la comparacién de los
resultados obtenidos entre las muestras control y las tratadas,
se calcularon los intervalos confidenciales para cada una de
las clases con un nivel de confiabilidad del 95 %.

2. Resultados y discusion

En la primera etapa fueron procesadas 40 imagenes (cerca
del 18 % del total de imagenes), con un total de 1501 células.
Los resultados obtenidos en la deteccién se muestran en la
Tabla 1, alcanzandose un 95,07 % de efectividad en la detec-
cién. Todas las células presentes en las imagenes valoradas
fueron detectadas, las regiones no pertenecientes a células
detectadas se corresponden con artefactos que provienen de
la forma de preparacién de las muestras. El andlisis realizado
demostré que el proceso de deteccién de las regiones de in-
terés (células) en las imagenes valoradas es eficiente ya que
logra detectar de forma correcta la mayor cantidad de células
posibles.

Cuadro 1. Resultados obtenidos con la deteccidn de células.
OBC OMC OAC (OBC+OAC) ¢(P)
985 51 0 985 95,07

Como segundo paso de esta etapa se realiz6 el analisis
de la clasificacién comparando contra el criterio de los espe-
cialistas, los cuales se encargaron de clasificar manualmente
teniendo en cuenta las clases ya descritas, las 1501 células pre-
sentes en las imdgenes tomadas para control del proceso. La
matriz de confusién del proceso de clasificacion supervisada
desarrollado en esta etapa y los resultados de las medidas ob-
tenidas son mostrados en la Tabla 2, donde C se corresponde
con la clase circular, E se corresponde con la clase elongada
y OD con la clase de otras deformaciones.

Los valores obtenidos en el proceso de validacién cruzada
mostraron que los coeficientes elementales ESF y CSF pre-
sentaron un desempefio alto. La sensibilidad para las 3 clases
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Cuadro 2. Resultados obtenidos con los coeficientes
elementales.

Clase C E OD TPR TNR P
C 267 0 10 96,38 96,48 90,81
E 0 336 10 97,10 96,27 98.24

oD 27 6 845 96,24 96,78 97,68

Total 96,58 96,52 95,58

estd por encima del 96 %. Ninguna célula circular fue clasifi-
cada como elongada y viceversa. En el caso de las células con
otras deformaciones el desempefio fue el menor alcanzado,
aunque la cantidad de errores en la clasificacion se puede
considerar minima, cerca del 2 % de las células con otras de-
formaciones fueron clasificadas como circulares y elongadas,
esto se debe a que hay células con otras deformaciones que
pueden ser un poco mds cercanas a los valores de circularidad,
o de elongacion.

En la segunda etapa se realiz6 la clasificacion para todo
el conjunto de imagenes restantes. El andlisis estadistico rea-
lizado es mostrado en la Figura 2. En el caso de las células
circulares y elongadas como puede apreciarse en la Figura 2a
y 2b, los intervalos confidenciales se solapan y la media de
ambos cae en el intervalo confidencial del otro, por lo tanto se
puede concluir que no hay diferencias significativas entre la
cantidad de células circulares y elongadas para las muestras
control y tratadas, con un nivel de confiabilidad del 95 %. En
las células circulares se puede ver un ligero aumento en la
media y en la dispersidn en las muestras tratadas. En el caso
de las células elongadas, hay una disminucién en el valor de
la media y los valores se concentran mas en torno a esta en
las muestras tratadas, se puede observar que en las muestras
control la dispersion es mayor. Para las células con otras defor-
maciones, los intervalos confidenciales no se solapan (Figura
2c¢), lo que nos permite indicar que hay diferencias significati-
vas entre las muestras control y las tratadas. Se puede apreciar
que ademds que en las muestras tratadas hay una disminucién
en el valor de la media y un aumento en la dispersion, lo
cual puede ser asociado a que en esta clase se contemplan
todos los tipos de deformaciones celulares que existen en estas
muestras que no llegan a ser propiamente células elongadas o
circulares.

3. Conclusiones

En este trabajo se ha propuesto una metodologia para ob-
tener una clasificacién morfolégica automatizada de células
presentes en imagenes digitales de muestras de culturas in
vitro 2D de HUVEQ, bajo la influencia de la 3, GPI. El pro-
ceso permite obtener de forma ripida la cantidad de células
circulares, elongadas y con otras deformaciones presentes en
las imagenes tomadas a las 24 horas de tratamiento usando los
coeficientes elementales del andlisis de formas ESF y CSF'.

La metodologia aplicada permite observar que en las mues-
tras valoradas, se logr6 segmentar las células presentes con un
95,07 % de efectividad en la deteccién. En cuanto a la clasifi-

Control Tratadas = Mean
Tipe T Mean+0,95 Conf. Interval

Control Tratadas. EMadn
Tipo T Meanz0,95 Conf. Interval

28

26

24

22

20

Control Tratadas = Medn
Tipo T Mean+0,95 Conf. Interval

(c)
Figura 2. Comparacioén de las cantidades de células entre las
muestras control y las tratadas. (a) Células circulares, (b)
células elongadas y (c) células con otras deformaciones.

cacion los resultados obtenidos en las muestras control con
respecto a las muestras tratadas, evidenciaron que no existen
diferencias significativas en las células circulares y elongadas,
y si en las otras deformaciones.

El estudio de la morfologia de las células endoteliales
es una importante herramienta debido a que la alteracion
en la estructura y en el crecimiento de estas células puede
representar una respuesta positiva o negativa a un tratamiento
o patologia. Los resultados obtenidos en este trabajo permiten
afirmar que el andlisis de las alteraciones morfoldgicas in vitro
puede ser utilizada en culturas 2D precoces (24 horas) para la
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cuantificacién de fendmenos que usualmente son estudiados
en culturas 3D a partir de 48 horas de incubacién, lo cual
permite que se simplifique la cuantificacion y se reduzca el
costo del andlisis de la respuesta de proliferacion asociada
a efectos de sustancias anti-angiogénicas sobre las células
endoteliales.
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