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RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo y transversal desde julio hasta octubre de 2017, por
especialistas de la Universidad de Oriente y de la Universidad de Sao Paulo, Brasil,
para analizar desde el punto de vista morfoldgico células endoteliales de venas del
cordon umbilical humano, presentes en imagenes digitales de cultivos in vitro 2D,
tratadas con la B,GPI. Se propuso la clasificacion supervisada celular considerando 3
clases: circulares, deformadas alargadas y deformadas poco alargadas, segun los
coeficientes de formas eliptico y circular, todo lo cual permitié identificar formas
celulares relevantes. Para comparar los resultados de las muestras de control y las
tratadas, se calcularon los intervalos de confianza para cada una de las clases, con un
nivel de confianza de 95 %. Se concluye que el analisis de las alteraciones
morfoldgicas in vitro puede ser utilizada en cultivos 2D precoces (de 24 y 48 horas)
para la cuantificacion de la angiogénesis.

Palabras clave: analisis morfoldgico, células endoteliales, cultivo in vitro,
angiogénesis.

ABSTRACT

A descriptive and cross-sectional study was carried out from July to October, 2017, by
specialists of the Oriente University and the University of Sao Paulo, Brazil, to analyze
from the morphological point of view endothelial cells of the human umbilical cord
veins, which were present in digital images of 2D in vitro cultures, treated with the ,GPI.
The cellular supervised classification was proposed considering 3 classes: circular,
distorted elongated and distorted not very elongated, according to the coefficients of
elliptic and circular shapes, all that allowed to identify outstanding cellular forms. To
compare the results of the control and treated samples, the intervals of confidence
were calculated for each of the classes, with a 95 % level of confidence. It was
concluded that the analysis of the morphological disorders in vitro can be used in early
2D cultures (24 and 48 hours) for the quantification of the angiogenesis.
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INTRODUCCION

El andlisis de imagenes digitales incluye varios pasos entre los que se encuentra la
extraccion de caracteristicas. Este es un proceso que permite llegar a conclusiones (de
caracter cualitativo o cuantitativo) sobre los objetos de interés en estas. En dicho
analisis, el estudio morfoldgico de objetos reviste gran importancia, pues existen en la
practica infinidad de casos donde se tratan situaciones de clasificaciéon de objetos
detectados en imagenes digitales a partir de su forma especifica.

En medicina, algunas afecciones o determinados procesos asociados a enfermedades,
causan deformaciones celulares que conllevan a cambios en la funcién original de las
células y que pueden ser identificadas y procesadas para emitir diagndsticos y sugerir
tratamientos adecuados. En el presente articulo se hara referencia a la angiogénesis,
proceso que permite la formacidon de nuevos capilares a partir de vasos preexistentes
en el cuerpo y comprende una secuencia compleja de eventos mediados por moléculas
de sefializacion para el crecimiento, la migracién y la diferenciacién celular.!

La actividad de las vias bioquimicas relacionadas con la angiogénesis es un objetivo
terapéutico en animales y en el ser humano, particularmente en condiciones crénicas
relacionadas con inflamaciones y neoplasias. Su estudio puede realizarse a través de
modelos experimentales tanto in vitro (2D y 3D) como in vivo. En los primeros, los
endotelios empleados tienen diversos origenes y, especificamente en esta
investigacion, se usaron las células endoteliales de venas de cordén umbilical humano
(HUVElC, por sus siglas en inglés), las cuales han sido cultivadas con éxito desde
1973.

Aunque en la bibliografia consultada al respecto se describen algunos estudios
relacionados con el analisis morfoldgico de células endoteliales, esta es un area que no
ha sido muy explotada. En estas investigaciones, normalmente, se analiza la
angiogénesis a partir de las 48 horas de incubacion, que es el momento en el que
estas células han alcanzado un nivel relativamente avanzado de deformacion y la
densidad celular es mayor. Esta metodologia implica un tiempo de espera de, al
menos, dos dias para emitir un criterio sobre los resultados observados; cuestién que
siempre es de interés reducir.

El andlisis de las alteraciones morfoldgicas in vitro se puede realizar en cultivos 2D
precoces (24 horas), donde las células existentes estan bien determinadas y ha
comenzado su diferenciacién, aunque el nivel de densidad celular es menor. Esto
permite que se simplifique la cuantificacion y se reduzca el costo del analisis de la
respuesta de proliferacidon asociada a efectos de sustancias antiangiogénicas sobre las
células endoteliales.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y considerando la factibilidad de analizar el
desarrollo celular desde etapas tempranas, o sea, a partir de las 24 horas de
incubacion, en el presente articulo se propone realizar un analisis morfoldgico
cuantitativo de HUVEC en imagenes digitales de cultivos 2D in vitro obtenidas a las 24
horas y que estan bajo la influencia de la proteina plasmatica B,GPI, compuesto al cual
se le han atribuido propiedades de caracter antiangiogénicas en determinados
ambientes experimentales.? El andlisis se extiende a las 48 horas con interés de
realizar comparaciones.
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METODOS

Se realizé un estudio descriptivo y transversal, desde julio hasta octubre de 2017, por
especialistas de la Universidad de Oriente y de la Universidad de Sao Paulo, Brasil,
para analizar desde el punto de vista morfolégico células endoteliales de venas del
cordéon umbilical humano, presentes en imagenes digitales de cultivos in vitro 2D,
tratadas con la B,GPI. Las imagenes se tomaron de muestras preparadas
considerando la metodologia que se explica a continuacion.

Preparacion de las muestras y captura de las imagenes

Los estudios fueron conducidos con subfracciones del proceso de purificacién que son
ricas en monomeros de B,GPI purificada, obtenidas por elucién de la columna de
heparina sefarosa después de filtracién por membranas de acetato de celulosa, con
poros de diametro de 0,22 uym para eliminar la contaminacién bacteriana y dilucién en
medio de cultivo sin suero.

Las células endoteliales en la concentracién de 2x10* células/mL se colocaron en medio
de cultivo RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado con suero fetal
bovino a 10 % en placas de 24 pozos, sobre cubreobjetos de vidrio con 13 mm de
diametro, previamente esterilizados en autoclave. En cada pozo se adiciond una
concentracién de 30 um g/mL de la proteina y la incubacién se interrumpio a las 24
horas. Las células adheridas a los cubreobjetos 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.

Las imdagenes se obtuvieron de distintos campos a partir de 8 muestras de HUVEC,
para lo cual se usé una camara Point Grey (GS3-U3-1455M) con objetivo de aumento
de 3,2X y una resolucién de 1384x1036 pixeles. Las imagenes se dividieron en 2
grupos: uno no tratado con la B,GPI, denominado grupo control y otro si tratado.

Procesamiento de imagenes

Considerando que existe una buena diferenciacion entre los objetos de interés

(HUVEC) y el fondo, las imagenes fueron segmentadas mediante un método de

segmentacién por umbralizacion, el cual hace una clasificacion de esta en 2 clases de
. 3

pixeles.

Asimismo, se propone estudiar la diferenciacién celular en 3 clases: circulares,
deformadas alargadas (elongadas) y deformadas poco alargadas (otras
deformaciones). Esta clasificacién permite determinar formas que expresan elementos
morfoldgicos relevantes para la evaluacién del proceso de la angiogénesis, por
ejemplo: formacién de prolongamientos celulares, pérdida de la simetria radial,
aparicion de la simetria axial o de formas triangulares, variaciones de tamaiio, y al
sugerir diferentes niveles de deformacion estos pueden ser correlacionados con la
aparicion de los fenotipos celulares tip y stalk.? El primero se asocia con la aparicién de
formas elongadas y con el proceso de migracién celular; el segundo, con la aparicién
de formas circulares y el proceso de proliferacién de las células endoteliales.

Se emplearon como caracteristicas morfolégicas el coeficiente eliptico (ESF) y el
coeficiente de circularidad (CSF),” los cuales se basan en caracteristicas geométricas
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de los objetos y han demostrado buen desempefio al ser empleados con anterioridad
en estudios con eritrocitos® y con HUVEC presentes en ensayos 3D.> En ambos casos
se adoptan formas semejantes a las definidas en la presente investigacién. El valor de
ESF expresa la elongacién del objeto; mientras que CSF la cercania del objeto a una
forma circular.

Las ecuaciones que definen los descriptores CSF y ESF se describen a continuacién,
donde Ay P son el area y el perimetro del objeto, respectivamente:

cSF=22 ()

o
&

Emas
Eme (2)

ESF =

¢ Eme: Representa la abscisa menor del objeto.
e Ema: Representa la abscisa mayor del objeto.

Para determinar los valores de ESF y CSF iddneos segun la clasificacion de las HUVEC
contemplando la tres clases anteriormente mencionadas, se realizaron varios
experimentos en los rangos de variacion comprendidos entre: 0,4<ESF<0,7 y
0,7<ESF<0,1; fuera de estos rangos los resultados no fueron representativos. Los
resultados obtenidos mostraron que con el rango de variaciéon que se describe a
continuacion se lograron los mejores resultados en la clasificacién:

e Si ESF<0,5 la célula es deformada alargada o elongada.

e SiESF>0,5y CSF<0,9 la célula es deformada poco alargada o con otra
deformacion.

e SiESF>0,5y CSF>0,9 la célula es circular.

El proceso fue dividido en dos etapas:

1. Verificar la efectividad de la deteccion 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 imagenes restantes y el analisis
estadistico de los resultados obtenidos.

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

(p) ] 100
= 4
PP = OMC + oMC + 0AC
Donde:
e OBC: representa la cantidad de células bien detectadas en el proceso de
deteccion p.

e OMC: cantidad de regiones pertenecientes a células no detectadas.
e OAC: cantidad de células mal detectadas.
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Para evaluar el desempefio en la clasificacion se utilizaron un conjunto de imagenes
clasificadas de antemano, manualmente, por los especialistas. Estas fueron
segmentadas y clasificadas segun los criterios descritos anteriormente; igualmente,
para cada clase obtenida se determinaron los valores de sensibilidad (TPR), precision
(P)y espegificidad (TNR) que son medidas de calidad, extraidas a partir de la matriz de
confusidn.

Luego de realizarse la clasificacién para todo el conjunto de imagenes restantes, los
resultados se procesaron mediante el software STATISTICA, versién 10. Para la
comparacion de los resultados entre las muestras control y las tratadas con la B,GPI se
uso la propuesta de una prueba visual para comparar dos muestras no pareadas, que
consiste en calcular intervalos de confianza por separado para cada alternativa y como
estos se relacionan con respecto al valor medio.® Este método brinda ademas
informacién acerca de la dispersion de los datos.

Se considerd como valor representativo para el conjunto de imagenes que se
corresponden a un pozo, el valor promedio de los parametros medidos. Los intervalos
de confianza para cada una de las clases fueron calculados con un nivel de
confiabilidad de 95 %.

RESULTADOS

En la primera etapa se procesaron 40 imagenes (cerca de 18 % del total), con 985
células. Con el proceso de deteccién se alcanzé 95,07 % de efectividad y valores de
OBC de 985, de OAC de 51 y no se tienen valores correspondientes a OMC. Todas las
células presentes en las imagenes valoradas fueron detectadas, las regiones no
pertenecientes a células detectadas se corresponden con elementos que provienen de
la forma de preparacion de las muestras que pueden ser: burbujas de aire, restos
celulares o fragmentos insolubles. Esto evidencia la poca existencia de ruido en esas
imagenes y hace factible aplicar como método de segmentacion la umbralizacién. Con
este analisis se demostrd que el proceso de deteccion de las regiones de interés
(células) en las imagenes valoradas es eficiente, ya que logra detectar correctamente
la mayor cantidad de células posibles.

Como segundo paso de esta etapa se procedid a la clasificacion de las células y se
comparo con el criterio de los especialistas. La matriz de confusion del proceso de
clasificacion supervisada desarrollado y los resultados de las medidas obtenidas se
muestran en la tabla, donde C se corresponde con la clase circular, E con la elongada y
OD con la de otras deformaciones.

Los valores mostrados evidencian que los coeficientes elementales ESF y CSF
presentaron un desempeno alto; asimismo, la sensibilidad para las 3 clases esta por
encima de 96 % y ninguna célula elongada fue clasificada como circular y viceversa.
En el caso de las células con otras deformaciones, los errores en la clasificacion se
deben a la existencia de células con otras deformaciones en estas muestras que
pueden presentar valores mas cercanos a los valores de circularidad o de elongacion.
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Tabla. Matriz de confusién de la clasificacion
supervisada y valores de sensibilidad, especificidad
y precisién obtenidos

Clase C E OD TPR TNR P

C 267 O 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

En la segunda etapa se realizé la clasificacidon para todo el conjunto de imagenes
restantes. En la figura se muestra el analisis estadistico para las 24 y 48 horas. En las
células circulares y elongadas (A y B), los intervalos confidenciales se solapan y la
media de ambos cae en el intervalo de confianza del otro y, por tanto, se concluye que
no hay diferencias significativas entre la cantidad de células circulares y elongadas
para las muestras control y tratadas, con un nivel de confiabilidad de 95 %.

En las células circulares se puede ver un ligero aumento en la media y en la dispersion
en las muestras tratadas. En las elongadas, disminuye el valor de la media y los
valores se concentran mas en torno a esta en las muestras tratadas; mientras que en
las muestras control la dispersién es mayor. Para las células con otras deformaciones,
los intervalos de confianza no se solapan (C), lo que permite indicar que hay
diferencias significativas entre las muestras control y las tratadas.

Se puede apreciar ademas que en las muestras tratadas hay una disminucion 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.

A las 48 horas, en las células elongadas y con otras deformaciones (E y F), los
intervalos de confianza 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 las
muestras control y tratadas para estas clases, con un nivel de confiabilidad de 95 %.

En ambos casos, las muestras control tienen una mayor dispersion con respecto a la
media y en las tratadas los valores se concentran mas en torno a esta. En las células
elongadas hay un aumento de la media con respecto a su control y en las células
circulares los intervalos de confianza no se solapan (D), lo que permite indicar que hay
diferencias significativas entre las muestras control y las tratadas. Se puede apreciar,
ademas, que en estas Ultimas aumenta el valor de la media y la dispersion del
intervalo en ambos casos se mantiene de forma similar.
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Fig. Cantidad de células en muestras control y tratadas en 24 horas y 48 horas
(filas superior e inferior, respectivamente); A y D: células circulares; B y E: células
elongadas; C y F: células con otras deformaciones.

DISCUSION

El estudio de la morfologia de las HUVEC es una herramienta importante debido a que
la alteracion en la estructura y en el crecimiento de estas células puede representar
una respuesta positiva o negativa para el tratamiento en una enfermedad
determinada.

Un ejemplo concreto donde se realiza el analisis morfoldgico es el estudio efectuado
por Chotard et al,’ quienes proponen una metodologia que a partir del uso de técnicas
de morfologia matematica realiza la cuantificacion de estructuras con forma de tubos
capilares y, precisamente, uno de los parametros analizados es la forma de las
estructuras. Por su parte, Angulo y Matou'® utilizaron el analisis morfoldgico,
especificamente la relacién eje menor/eje mayor, para el estudio de las interacciones
células tumorales/células endoteliales; mientras que Liuet al'’ proponen realizar una
clasificacion de células endoteliales en el sentido de elongadas o circulares teniendo en
cuenta el coeficiente de circularidad, bajo varias combinaciones de tension de
cizallamiento y presion hidrostatica en microfluidos.
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En estos casos el analisis de la angiogénesis se realiza a partir de las 48 horas de
incubacion y la diferenciacién que se propone considera solamente las células
circulares o elongadas, lo cual no siempre es adecuado para emitir criterios sobre el
desarrollo del proceso, pues también resulta interesante observar en cierto momento,
diferencias que puedan sugerir otras formas celulares que aparecen en estas muestras.

Sobre la base de lo expuesto, en la presente investigacion se propone un método para
realizar el andlisis morfoldgico cuantitativo de HUVEC en imagenes digitales de cultivos
2D in vitro obtenidas a las 24 horas, y que estan bajo la influencia de la proteina
plasmatica B,GPI; asimismo, para la clasificacion celular se propone considerar 3
clases: células circulares, elongadas y con otras deformaciones mediante los
coeficientes elementales del andlisis de formas ESF y CSF.

Con el empleo de este método es posible obtener un criterio sobre la diferenciacién
celular asociada al proceso de la angiogénesis con mas de 96 % de sensibilidad y en
etapas tempranas del proceso de incubacién, o sea, a las 24 horas.
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