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RESUMEN

Existen numerosas enfermedades asociadas a la pleura; el citodiagnostico, mediante el andlisis visual de las células,
establece con cierto grado de precision la presencia de neoplasia maligna, sustituyendo procedimientos invasivos
como la cirugia. Dicho analisis presenta tasas de sensibilidad muy bajas entre 50% - 80% y especificidad del 97 %, lo
que conduce al diagndstico tardio de tumores, en el primer caso, o a la sospecha de lesiones neoplasicas que no existen,
en el ultimo. El presente proyecto proporciona un soporte informatico que permite a los especialistas tomar mejores
decisiones para el diagnostico citologico. Con los intervalos de cada parametro morfoldgico celular se determiné
el desempefio del Sistema Basado en el Conocimiento, que encontrd nucleos con bajos niveles de gris, pequefios,
centrales o ligeramente excéntricos, contorno regular, cromatina homogénea, citoplasmas escasos, redondos con
relacion nucleo/citoplasma entre 1:5-1:2, parametros expuestos por la literatura médica especializada de las células
mesoteliales no tumorales.
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1. INTRODUCCION

La patologia pleural es un problema clinico frecuente,
en el Departamento de Patologia de la Facultad de
Salud de la Universidad Industrial de Santander se
presentaron 950 citologias no vaginales de las cuales un
30% correspondi6 a citologias de liquido pleural; todas
asociadas alguna de estas patologias: falla respiratoria
aguda, infecciones y neoplasias. (Registros citologicos
del 2005, Departamento de Patologia UIS)

El desarrollo de nuevas técnicas en inteligencia artificial y
computacional son factores que motivan la aplicacion de
nuevos desarrollos tecnoldgicos al estudio de imagenes
médicas para una mayor precisiéon en la observacion de
las anormalidades citoldgicas y en consecuencia en los
diagndsticos.

Debido a que no existe en la literatura mundial
aplicaciones similares, la presente investigacion esta
orientada a la construccion de una herramienta que
contribuya al diagnéstico de enfermedades que se apoyen
en la lectura de Citologia de Fluido Pleural. Lo anterior
busca reducir el error ocasionado por subvaloracion o
sobrevaloracion de las caracteristicas cualitativas de las
células mesoteliales observadas al microscopio.

Aunque el disefio de la vision humana es demasiado
complejo, y no puede reemplazarse por una maquina, tiene
sus limitaciones en cuanto a informacion cuantitativa,
la cual si puede ser suministrada por un programa de
computador disefiado para tal fin, cuyo proposito sca
asistir el diagndstico.

2. METODOLOGIA
2.1 FASES

La metodologia utilizada en la construccion del prototipo
software fue la del Proceso Unificado de Desarrollo de
Software, creada por Ivar Jacobson, Grady Booch y James
Rumbaugh, miembros de Rational Software Corporation.
[1, 2] Por medio de dicha metodologia se busco guiar de
manera logica y ordenada todas las actividades necesarias
para lograr el desarrollo 6ptimo del sistema; utilizando
el Lenguaje Unificado de Modelado (UML) con el cual
se prepararon todos los componentes necesarios en la
caracterizacion de las células mesoteliales no tumorales
malignas. Para construir una version del producto
siguiendo esta metodologia se realizaron cuatro fases:
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2.1.1 Inicio

En esta fase se recopild la informacion necesaria
para documentar el proyecto, la forma de realizacién
y procedimientos de la citologia de liquido pleural,
parametros a evaluar de las células mesoteliales no
tumorales malignas en una citologia de liquido pleural,
modelos anteriores implementados para la clasificacion
de estas células y se identificaron los casos de uso mas
relevante para el modelo.

2.1.2 Elaboracién

En esta fase se realizé un estudio de los posibles lenguajes
de programacion a utilizar para el desarrollo del modelo,
y eligio el lenguaje Matlab® como el mas ajustado
a la naturaleza del proyecto. Ademas se definieron
los parametros a evaluar de las células mesoteliales
no tumorales malignas en una muestra de citologia de
liquido pleural. Se estudiaron los modelos matematicos
existentes en el drea del procesamieno de imagenes
existentes para el tratamiento del problema. En esta etapa
se inicio la recoleccion de muestras.

2.1.3 Construccion

Una vez realizados los diseflos mencionados en la fase
anterior, se continu6 con la construccion y codificacion
de los algoritmos, ademas de tomar la totalidad de las
muestras necesarias para el proyecto.

2.1.4 Transicion
Finalmente, se realizo la verificacion de la herramienta y
se documento el manual del usuario.

2.2 RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de citologias de liquido pleural fueron
recolectadas por los médicos patodlogos del proyecto, se
tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion:

»  Citologias tefiidas con coloracioén de papanicolaou y
hematoxilina-eosina

*  Citologias no tumorales.

* Citologias cuyas células mesoteliales presentaron
caracteristicas inequivocas de normalidad o cambios
reactivos.

Las células mesoteliales que no cumplieran estos criterios
no fueron fotografiadas. Se adquirieron un total de 81
imagenes (cada una podia contener células cohesivas
formando grupos o numerosas células sueltas) que se
sometieron a un proceso de seleccion, con el fin de obtener
una muestra que no pudiese presentar ambigiiedades en
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la informacién. Esto produjo un total de 50 imagenes
evaluadas, de las cuales se extrajeron 74 ntcleos y 50
citoplasmas.

Para evitar sesgos de seleccion se incluyeron laminas
citologicas de fluido pleural provenientes del Instituto
Nacional de Cancerologia, de manera que obtuvieron
imagenes cuyas células sufrieron procesos de preparacion
no idénticos.

2.3 PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES

2.3.1 Adquisicion

La adquisicion de las imagenes se realizd en las
instalaciones del Departamento de Patologia de la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander-Hospital Universitario de Santander, se
utilizaron los siguientes componentes:

e Camara Fotografica Olympus C-7070WZ.

e Acople Olympus C5060.

*  Microscopio trinocular Olympus Cx31RTSF.
e Computador Dell Latidude 505

Las Figura4 presenta el montaje de los equipos empleados
en la adquisicion de las imagenes digitales. Las imagenes
fueron almacenadas en formato JPEG, con resolucion de
1600*1200 pixeles y un tamafio aproximado de 1.2 MB.
Se tomaron imagenes de células mesoteliales sueltas o en
grupos con caracteristicas normales.

Figura 1. Equipos utilizados en el desarrollo del proyecto

2.3.2 Filtrado

Una vez adquirida la imagen se procedid a la
implementacion de los algoritmos para la etapa de pre-
procesamiento. Se utilizaron filtros promedio y gauss,
[3] porque su funcionamiento permite suavizar la imagen
y cada una de las superficies, nucleo y citoplasma,
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tiende a ser homogénea. Luego de realizar el filtrado
espacial, se realizaron procedimientos para corregir
fallas de iluminacion en la imagen, que consistieron en
fraccionamiento de niveles de gris y ecualizacion de los
histogramas de la imagen.

Luego, se convirti6 la imagen al modelo de color IHLS, [4,
5] se modifica la componente de intensidad y se convierte
nuevamente al modelo RGB, para su visualizacion. El
contenido de la imagen no resulta afectado. Aunque el
tono y la saturaciéon permanecen iguales, los colores
aparecen mas claros dado el ajuste a la intensidad. Esta
técnica mejora los detalles visibles y el brillo. La Figura
2 presenta el resultado de esta etapa, la primera imagen
corresponde a la adquirida con el montaje propuesto y la
segunda es el resultado a aplicar todo el procedimiento de
filtrado.

Figura 2. Filtrado de Imagenes

2.4 SEGMENTACION

2.4.1 Descomposicion en Componentes Principales
En algunas imégenes se pueden combinar linealmente
las componentes de color y crear una tinica caracteristica
a partir de la cual segmentar, esta combinacion lineal
optima se obtiene a partir de la descomposicion en
componentes principales. [6] En las combinaciones
lineales se transforman las componentes R,G y B en una
sola componente de la forma:

C=W,R+W,G+W,B (1)

Aplicada a todos los puntos de la imagen f(x,y) de
componentes

Sr(6y) fo(5) f5(x,p) @

resulta:

c(x’y):WRfR(xay)+WGfG(x9y)+WBfB(xay) (3)
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En forma vectorial:
e, )=wfx,y) @

Siendo
W:(WRowG’WB)T (5)

Si w es un vector unitario, (”W” =1), ¢ es la proyecciéon
ortogonal de f sobre la recta en direccion de w.

2.4.2 Calculo de las componentes principales
Se calcula la media de toda la imagen, a partir de la
ecuacion 6.

7=Lzzf< ) ©

xlyl

Se calcula la matriz de varianza de color, por medio de
la ecuacion 7

1

L) NUEN-H" o

Se calculan los autovalores y autovectores de dicha
matriz:

e Los autovalores de la matriz de covarianza, indican
la varianza en la direccion de los correspondientes
autovectores. Indican la proporcion de lainformacion
original que contiene esa nueva caracteristica.

e El autovector dominante (el de mayor autovalor)
indica la orientacion preferente de la distribucion
global.

*  Debe tomarse w igual al autovector dominante de
acuerdo con la ecuacion 4:

La matriz de covarianza expresa la relacion existente
entre cada componente color de cada pixel con sus otros
componentes color y la relacion con los componentes
de los otros pixeles que constituyen la imagen, relacion
expresada por medio de la varianza y la covarianza.
Después del calculo de los valores y vectores
caracteristicos de esta matriz se realiza un cambio de
coordenadas o si se desea se normaliza para una mejor
visualizacion de los pixeles. Con la ecuacion 8 se calcula
dicha matriz.
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CRR CGR CBR

[COV]pop =| CRG GG CBG | (8)
CRB CGB CBB
Donde:
1 N
CRR=—%"(R,-pR}
N3
1 N
Cxy = FZ Y, [= i, (10)

1 N
=—>'R (1)
NS

La transformacion para el cambio de coordenadas puede
ser expresada por medio de la ecuaciéon 12, donde es el

vector caracteristico E; y 7\1. el valor caracteristico.

[cov]z E, =M B, (12)
En la Figura 3 se observa la imagen original y la obtenida
apartir del analisis de componentes principales, expresada
como combinacion lineal del vector caracteristico
mediante las ecuaciones descritas anteriormente.

Figura 3. Andlisis de Componentes Principales

Luego de encontrar la imagen producto del analisis de
componentes principales se utilizaron procedimientos
complementarios como el fraccionamiento de niveles
de gris, técnica que permitié una mayor distincioén entre
nicleo y citoplasma celular, y la generacion de una
imagen de intensidad a partir de los planos R,G,B y la
distancia de los pixeles de cada plano al centroide de una
region inicial que forma parte del ntcleo.
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2.4.3 Crecimiento de regiones

Para la segmentacion de nucleos se utilizo Segmentacion
de Regiones por Agregacion de pixeles, [7] a partir de los
3 planos de color R, G, B con algunos ajustes necesarios
para el buen funcionamiento. Este procedimiento inicia
con un conjunto de puntos generadores o semillas a partir
de los cuales se van agregando pixeles vecinos mientras
cumplan una propiedad de similitud, la cual es definida
segun la conveniencia para el tipo de imagen a segmentar.
Se aplicaron diferentes criterios en los procedimientos
correspondientes a células individuales y células grupales
0 sdbanas.

El punto semilla de las células individuales se obtuvo a
partir del centroide de una region inicial que contiene una
porcion determinada de ntcleo. Dicha region se hallo
mediante uso de un umbral hallado experimentalmente
sobre las células que dieron como resultado de la etapa de
pre-procesamiento. Para los grupos de células se realizo
primero una umbralizacion mediante algoritmo Pun-
Kapur [8] sobre la imagen de grises; a continuacion, se
aplicaco morfologia matematica, para tratar de minimizar
al maximo la porcion de los posibles nicleos necesarios
para encontrar los puntos semillas y separacion de
regiones resultado de la union de varios ntcleos.

Como criterio de agregacion se utilizo la diferencia
entre las intensidades de los pixeles vecinos al borde de
la region creciente y la intensidad del centroide de cada
uno de los objetos determinados inicialmente. Y como
condicion de parada del algoritmo se establecio que si
al recorrer todos los vecinos de los pixeles del borde de
la region creciente ninguno de ellos cumple la condicion
para entrar a la region, el algoritmo termina. La Figura
4 presenta la segmentacion de la imagen que realiza el
algoritmo descrito.

Figura 4. Segmentacion de la imagen
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2.5 DESCRIPCION CELULAR

El resultado de la segmentacion es un grupo de imagenes
binarias, correspondientes a la region de ntcleo,
citoplasma y sus respectivos bordes. Estas permiten
extraer los diversos parametros utilizados para la
caracterizacion de las células mesoteliales no tumorales
malignas. Para el nlcleo se consideraron las siguientes
caracteristicas:

«  Area: calculada como el nimero de pixeles en blanco
de la imagen binaria que contiene el nucleo.

*  Perimetro: calculado como la distancia entre los
pixeles que contiene el borde del nucleo.

*  Eje mayor o diametro: calculados como el eje mayor
de la elipse con el segundo momento igual a la region
del nucleo.

*  Excentricidad: esta medida permite conocer la
tendencia circular u oval del nucleo. Si un objeto
presenta esta forma circular su excentricidad es cero
y si presenta forma oval su valor sera uno.

»  Intensidad promedio: nivel de gris promedio de la
Imagen en escala de grises que contiene el nticleo.

e Firma: vector que contiene la distancia de los
puntos del contorno de la region de ntcleo al centro
de la misma. Se utiliza la varianza de la firma para
describir la regularidad del nucleo, suponiendo un
valor de varianza igual a cero para un circulo perfecto
completamente regular.

*  Moda: nivel de grises de mayor ocurrencia en la
region perteneciente al nucleo.

Como complemente se utilizaron las caracteristicas
correspondientes al citoplasma:

«  Area: calculada como el numero de pixeles en blanco
de la imagen binaria que contiene el citoplasma.

*  Perimetro: calculado como el numero de pixeles en
blanco de la imagen binaria que contiene el borde
del citoplasma.

*  Eje mayor o diametro: calculado como la longitud
del eje mayor de la elipse con el segundo momento
igual a la region del citoplasma.

*  Relaciones Nucleo/Citoplasma: llamada también
Radio N/C, indica la proporcion entre el tamafio del
nucleo y el citoplasma; se calcula para el area, el
perimetro y didmetro.

Con el fin de determinar las medidas del area, el perimetro
y los ejes en las unidades utilizadas para la medicion de
las células. Se utilizd6 una cdmara de Neubauer [9] y
mediante técnicas de de deteccion de bordes se encontrd
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que un cuadrado de 62.5 pm contenia 247 pixeles. De esta
manera se calculo una relacion de 0.2530 pm por pixel.

2.5 RECONOCIMIENTO CELULAR

La etapa de reconocimiento se inicia con la clasificacion
del nucleo como regular o irregular y se planted un
Sistema Basado en el Conocimiento para que identificara
las caracteristicas malignas de una muestra celular. [10]

2.5.1 Sistema basado en el conocimiento
Se construy¢ utilizando la siguiente arquitectura:

Base de Conocimiento: En su construccion se empled
una muestra de 50 imagenes, de las cuales se extrajeron
74 nuacleos y 50 citoplasmas. A cada uno de estos
componentes celulares se le calcularon los parametros,
después se almacenaron en una base de datos los valores
obtenidos y se evaluaron los intervalos de las células
mesoteliales.

Los parametros almacenados en la base de conocimiento
se agruparon de la siguiente manera:

e Forma del Nucleo.

+  Relaciones Nucleo/Citoplasma. (Area, Perimetro,
Eje Maximo).

+  Medidas del Nucleo (Area, Perimetro, Eje Méaximo,
intensidad de grises promedio, excentricidad,
centroide).

e Coloracion del Nucleo (Rojo Promedio, Rojo
Moda, Varianza Rojo, Verde Promedio, Verde Moda
Verde, Varianza Verde, Azul Promedio, Azul Moda,
Varianza Azul).

+  Medidas del Citoplasma (Area, Perimetro, Eje
Maximo, excentricidad, centroide).

Motor de Inferencia: Parael disefio del motor de inferencia
se utilizé la regla de Modus Ponens. Se evaluan cada
uno de los parametros y se comparan con los intervalos
almacenados en la Base de Conocimiento.

Subsistema de Explicacion: Le permite al médico patélogo
conocer los parametros que presentan caracteristicas
anormalaes; por ejemplo, cuando el area de un nticleo es
demasiado grande respecto al citoplasma. El subsistema
de explicacion rastrea los diferentes parametros, si los
parametros no se cumple da las siguientes respuestas:

+ La relacion Area Nucleo/Area Citoplasma se
encuentra por debajo del rango normal.

@ Ingenierias REVISTA DE LA FACULTAD DE INGENIERIAS FiSICO MECANICAS

« La relacion Area Nucleo/Area Citoplasma se
encuentra por encima del rango normal

*  Forma de Cé¢lula: No tiende a Redondo/Oval

*  Se presenta Hipercromatismo, sin embargo, revise el
extendido de la placa.

*  Se presenta Hipercromatismo

*  Elnucleo es excéntrico

*  El borde de ntcleo es irregular

e El tamafio de Célula estd por encima de rangos
normales

*  Lacromatina de nucleo no es homogénea

Si los parametros se cumplen, el sistema da las siguientes
respuestas:

+  La relacion Area Nucleo/Area Citoplasma presenta
un ligero aumento, sin embargo se encuentra en el
rango normal

+ La relacion Area Nucleo/Area Citoplasma se
encuentra en el rango normal

*  Forma de Nucleo normal: Redondo/Oval Forma de
Nucleo no tiende a Redondo/Oval

*  No se presenta Hipercromatismo

*  Forma de C¢lula normal: Redonda/Oval

*  Elnucleo es central

*  Elnucleo esta ligeramente excéntrico

*  El borde de nticleo es regular

*  El tamafio de Célula es normal

*  Lacromatina de Nucleo es homogénea.

3. MODELO COMPUTACIONAL

El Modelo Computacional permite, por medio de una
serie de iteraciones, obtener las diferentes caracteristicas
de una célula mesotelial, ademas de un diagndstico
citolégico a considerar por parte del médico patdlogo.
Paraun correcto funcionamiento, es necesario que se sigan
cada uno de los pasos mencionados a continuacion:

*  Se realiza la adquisicion de la imagen de acuerdo
con el sistema de adquisicion.

 En la imagen adquirida, se selecciona la célula
individual o un grupo de células —racimos, sabanas-
que sera analizada.

* Laimagen de la célula es filtrada.

*  Se detectan las regiones que corresponden al ntcleo
y al citoplasma.

* Se calculan los parametros mencionados en la
descripcion.
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» El Sistema Basado en el Conocimiento clasifica las
diferentes caracteristicas de nucleo y citoplasma de
acuerdo a los parametros.

*  Se guardan los resultados en la Base de Datos.

Si alguno de los pasos falla, o no es realizado conforme a
este modelo, los parametros no se evalian correctamente,
es responsabilidad del usuario elegir correctamente las
regiones correspondientes a nucleo y célula, y otros datos
requeridos a lo largo del proceso que dependen del usuario.
La Figura 5 presenta el Modelo
Computacional.

esquema  del

ADQUISICION
SELECCION

Filtrado

{ Mejora de imagen

PREPROCESAMIENTO

A 4

SEGMENTACION

MANUAL

SEMI AUTOMATICA

Area
Perimetro
Eje mayor
Excentricidad
Intensidad promedio
Relacion Area
Posicion de Centroide

Firma
Motor de
Inferencia

Base de
Conocimiento
v

Subsistema de
. explicacion
Parametros evaluados P

Figura 5. Modelo Computacional
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4. RESULTADOS

Se calcularon los intervalos de cada uno de los parametros
utilizados  (areas, perimetros, ejes, excentricidad,
intensidades, firma, varianza), los cuales permiten
determinar el desempefio del Sistema Basado en el
Conocimiento. La Tabla 1 presenta los rangos encontrados
para las medidas nucleares.
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Tabla 1. Parametros Nucleares

Parametro Minimo  Maximo
Area (um?) 38.49 94.52
Eje maximo (pum) 7.66 12.24
Excentricidad 0.17 0.71
Intensidad promedio 42.16 95.13
Varianza en RGB 34.88 40.20
Varianza de la firma 0.28 2.47

Las medidas encontradas en los citoplasmas se presentan
en la Tabla 2.

Tabla 2. Pardametros Citoplasmaticos

Parametro Minimo Maximo

Area (um?) 104.22 349.22
Eje méaximo (um) 11.90 21.99
Excentricidad 0.12 0.51
Intensidad promedio 82.85 166.30
Distancia centroides 0.25 379
(nm)

Relacion N/C 0.21 0.41

De acuerdo a los resultados presentados en las Tablas
1 y 2 se encontraron las caracteristicas de una célula
mesotelial no tumoral: nucleos que tienden a bajos
niveles de gris, tamafio pequefio, redondos a ovales,
centrales o ligeramente excéntricos, de contorno regular,
generalmente de cromatina homogénea al igual que los
citoplasmas, pequefios, redondos, y una relacion nucleo/
citoplasma entre 1:5 y 1:2. Estos Parametros coinciden
con los expuestos por la literatura médica especializada.
[11, 12]

No se registra el error experimental dado que no hay
reportes en la literatura mundial de herramientas para
esta aplicacion y no existen registros para establecer
comparaciones, por lo tanto el presente estudio es pionero
en este campo.

5. DISCUSION

Se ha presentado un prototipo software para Ia
caracterizacion de Células Mesoteliales no tumorales
de Citologia de Fluido Pleural que apoya su diagndstico
citologico, basado en técnicas clasicas en el tratamiento
digital de imagenes y utilizaciéon de modelos de color
recientemente propuestos.
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La segmentacion de las imagenes celulares ha sido la
etapa con mayor grado de dificultad dentro del tratamiento
digital de la imagen y la construccion del prototipo
software. Por lo tanto, se realiz la evaluacion critica de
los resultados obtenidos en la implementacion de cada
una de las metodologias consideradas inicialmente como
factibles en la obtencion de éstas regiones, tales como
umbralizacion del histograma de la imagen de grises,
crecimiento de regiones en el espacio de color RGB
y IHLS, segmentacion de imagenes en color usando
histogramas bi-variables sobre espacio de color IHLS.
El hallazgo de un umbral a partir del histograma de la
imagen de grises y la posterior binarizacion presento
resultados satisfactorios en algunas imagenes con alto
contraste entre ntcleo y citoplasma.

A través de la utilizacion del espacio de color THLS
para descripcion de las células en funcidén de su matiz,
saturacion y luminancia, de forma mas intuitiva y
mas detallada que a través del espacio de color RGB,
se encontr6 que nucleos y citoplasmas presentan
igual cromaticidad, razén por la cual no son factibles
procedimientos como el crecimiento de regiones a partir
de métricas en HLS.

No fue posible llevar a cabo una segmentacion automatica
para imagenes de células que no se encuentran totalmente
aisladas de otros componentes celulares que puedan
presentar similar cromaticidad; sin embargo, si esta
condicion se presenta la segmentacion es muy aproximada
a la realidad.

Dado que el principal problema de las imagenes fue el
poco contraste entre el nticleo y el citoplasma, debido a la
tincion empleada, se recomienda establecer un protocolo
para el procesamiento del fluido pleural, con un tiempo
optimo de preparacion de la lamina citologica para evitar
defectos de preservacion celular y obtener tinciones
adecuadas y uniformes.

El desarrollo del primer prototipo provee las bases
necesarias para la generacion de un producto completo
hacia la caracterizacion de células tanto normales como
tumorales malignas y pueda soportar al experto en los
diagndsticos citologicos.

Finalmente, se recomienda en futuros trabajos extender el
numero de reglas apoyadas en los expertos, incrementar la
poblacion de células mesoteliales normales para aumentar
la precision en la deteccion de rangos, utilizacion de
redes neuronales y el uso de técnicas de segmentacion
en color.
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