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Development of a segmentation method
for crypts of Lieberkiihn detection using
autofluorescence colon images
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Abstract— Colorectal cancer is one of the diseases with the greatest impact worldwide. It is very well known that the
pathology prognosis is linked to an early detection and subsequent treatment. The processing of colon autofluorescence
images allows the detection and segmentation of the pits from the crypts of Lieberkiihn. The procedure is done by using
information coming from endogenous fluorophores. The segmentation is essential to automatically quantify the type and
distribution of the pits in each tissue according the patterns established by Kudo. Based on that pattern, the pathology is
staged. Therefore, a method was designed to segment the pits from colon tissue images obtained by widefield
autofluorescence microscopy.
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Resumen— A nivel mundial, el cancer colorrectal es una de las enfermedades con mayor impacto, cuyo prondstico se relaciona
con una deteccién temprana y posterior tratamiento. El procesamiento de imagenes de autofluorescencia provenientes de muestras
de tejido de colon permite detectar y segmentar las aperturas de las criptas de Lieberkiihn. El procedimiento se lleva a cabo
utilizando informacion proveniente de fluordforos endégenos. La segmentacion es esencial para la cuantificacion automatica del
tipo y distribucion de las aperturas de las criptas presentes en cada tejido, en relacion a los patrones establecidos por Kudo. La
etapa de la patologia es estimada en base a dichos patrones. Por lo tanto, se disefio un método para segmentar las aperturas de las
criptas a partir de imégenes de tejido de colon, las cuales fueron obtenidas a través de microscopia de autofluorescencia de campo
amplio.

Palabras clave— Autofluorescencia, cancer colorrectal, cripta, patrén de criptas, segmentacion.

I. INTRODUCCION neoplasicos o no-neoplésicos [1].

Otro criterio de estadificacion de los pélipos, es mediante
la clasificacion de Kudo et al [5], quienes fueron pioneros en
detectar la factibilidad de aplicar patrones de criptas para
tipificar p6lipos a través de endoscopia magnificada [1]. La
clasificacion morfologica de dichos patrones se realiza en
base a los orificios de las criptas de la mucosa del epitelio
intestinal, las que estdn asociadas con la glandula
correspondiente.  Como en el diagndstico anatomo-
patolégico cléasico, se utilizan muestras tefiidas con
hematoxilina-eosina. Este ha sido probado como un criterio
de diagndstico preciso, utilizado con frecuencia para la
deteccion 'y diferenciacion de lesiones colorrectales
neoplésicas [1]. El patron de criptas es clasificado en seis
tipos principales basandose en la apertura de la cripta, en su
estructura subyacente y en la histologia de la glandula [5]:
(Tipo 1) Apertura circular, (Tipo II) Apertura estrellada o
papilar, (Tipo I11-S) Apertura circular o tubular pequefia (<

L cancer colorrectal (CCR) es una de las enfermedades

de mayor impacto a nivel mundial [1]. En particular y en
relacién con su frecuencia, ocupa el segundo y tercer lugar
entre los tipos de cancer que afectan a mujeres y hombres
respectivamente [2], representando la cuarta causa mas
habitual de muerte [3]. Su historia natural lo transforma en
uno de los tumores con mayor probabilidad de prevencion,
ya que es precedido por el desarrollo de polipos
adenomatosos como lesion precursora [4].

Debido a que la mayoria de los casos de CCR se
desarrollan lentamente durante afios [3], su prognosis es
estrictamente dependiente de su deteccion temprana y de la
implementacidn del tratamiento de las lesiones malignas y
premalignas [1].

Su diagnéstico se realiza mediante el andlisis histolégico
a partir de biopsias de pélipos adquiridas por endoscopia [3].
Estos, de acuerdo a sus caracteristicas son clasificados como
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que Tipo 1), (Tipo H1-L) Apertura circular o tubular grande
(> que Tipo 1), (Tipo IV) Apertura ramificada, (Tipo V)
Apertura sin estructura (Ver Fig. 1). Los tipos | y Il se
corresponden con los tejidos normales o con cambios
benignos (hiperplasia y p6lipos inflamatorios), mientras que
los tipos 111 al V representan cambios neoplasicos y malignos

[1].

() Put pattern |

(b) Pit pattemn 11

(c) Pt pattern HIS

() Pit pattern V

Fig. 1: Tabla de clasificacion de patrén de criptas. Imagenes obtenidas y
reorganizadas a partir de [6]

Con el objetivo de utilizar la clasificacion mencionada,
pero omitiendo el empleo de marcadores o fluor6foros
exo6genos, en este trabajo se presenta una metodologia de
procesamiento y analisis aplicada sobre imagenes de
autofluorescencia. Esta es una propiedad intrinseca de las
células (emision por excitacion con luz ultravioleta/visible)

originada por compuestos u organelas tales como:
lipofuscinas, porfirinas, nicotinamida adenina dinucleotido
(NAD*/NADH), colageno, flavina adenina dinucleotido
(FAD*/FADH,), lisosomas, etc., cuya composicion y
distribucion en la pared colorrectal puede generar diferencias
tisulares visualizables [7].

En este trabajo se propone combinar los criterios de
clasificacion de Kudo con un método de segmentacién
automatica para la deteccién e identificacién de las etapas
iniciales de la patologia. Asimismo, dicho método permite
reducir el nimero de biopsias y el tiempo requerido tanto
para el andlisis de la patologia como para su diagnéstico
temprano.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Modelo murino de cancer colorrectal

Ratones machos adultos de la cepa BALB/c (20 a 30 g),
fueron adquiridos en el Centro de Experimentaciones
Biologicas y Bioterio, FCV-UNL (Santa Fe, Argentina). Los
animales fueron aleatoriamente agrupados en un grupo
control y cuatro grupos de animales tratados. Los animales
tratados fueron inyectados intraperitonealmente con 10
mg/kg de azoximetano (AOM) por cada kilogramo de peso.
Una semana despues, se les suministrd en el agua de bebida
Sulfato de Sodio Dextrano (SSD) durante siete dias [8],
siguiendo el procedimiento descripto por Tanaka et al [9].
Los animales control fueron inyectados con solucién salina
y no se les suministré SSD.

Las muestras fueron adquiridas al dia cero y a las semanas
cuarta, octava, décimo sexta y vigésima, a partir de la
inyeccion. Los segmentos de colon fueron observados por
microscopia de fluorescencia inmediatamente después de su
extraccion y luego de practicarles un corte a través de su luz.

B. Adquisicion de las imagenes

Por cada punto experimental fueron obtenidas tres
imagenes  tridimensionales  (3D), adquiridas  por
seccionamiento 6ptico utilizando un microscopio de
deconvolucion digital [9] basado en un sistema Olympus
BX50 (Olympus, Jap6n) (Lente objetiva: UPlanApo 20X,
AN 0,7) y una lampara UV de mercurio para microscopia de
epifluorescencia (Filtro: U-MSWG [BP 480-550, DM 570,
BA 590]).

Las imagenes fueron registradas con una cdmara CCD
Apogee (Andor, Belfast, UK), monocromatica, refrigerada,
con 14 bits de resolucion y 9 um? de tamarfio de pixel. Las
imégenes fueron almacenadas en archivos .tiff de 8 bit.

Cada imagen 3D se compone de 40 secciones Opticas (512
x 512 pixeles) con una separacion de 0,5 um.

C. Preprocesamiento de imagenes

Para ajustar los valores de las intensidades (que se
modifican por la continua excitacion de fluoréforos
intrinsecos de las imagenes de planos vecinos) y restaurar
informacion de intensidades fuera de foco, fueron realizadas
la correccion del fotoblanqueo y posteriormente, la
deconvolucion digital.

La correccion del fotoblanqueo fue realizada
implementando una macro en FIJI [10] (Fiji Is Just ImageJ),
basada en un método desarrollado previamente para
imagenes de fluorescencia en tiempo real, adaptado a
imagenes 3D [11]. Para la desconvolucion, fue empleado el
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algoritmo de Richardson-Lucy [12], seleccionado por su

rendimiento [13], de un conjunto de algoritmos
implementados en el plugin DeconvolutionLab, disponible
en FIJI [14].

Debido a que los carcinomas se originan en la mucosa
superficial, fueron extraidas las primeras imagenes de cada
seccion 3D a partir de las cuales se realiz6 la segmentacion
de los orificios de las criptas. Dicha estrategia tuvo como
objetivo evitar el diagnéstico de anormalidades celulares o
estructurales en secciones de la submucosa o las capas mas
profundas de las imagenes 3D preprocesadas [5].

Método de segmentacion automatica de los orificios de las
criptas

Para el desarrollo del procedimiento automatico de
segmentacion fue utilizado el paquete de procesamiento de
imagenes Open Source FIJI, asi como las herramientas y
plugins: Slice Keeper, Remove Outliers, Gaussian Blur,
Unsharp Mask, 8-bit, GreyscaleDilate, Invert, Find
Connected Regions, Kill Borders, Analyze Particles [15,16].

Brevemente, en primer lugar fue realizada la extraccion de
la primera lamina de la pila con el fin de definir la imagen
bidimensional (2D) a partir de la cual se segmentaron las
aperturas de los orificios de las criptas (Fig. 2 - Paso N° 1).

A continuacién, fue reducido el patrén de ruido,
reemplazando las intensidades de los pixeles por la media de
su entorno, si éstas superan el umbral determinado (Fig. 2 -
Paso N° 2). Para esto, fueron establecidos valores de
referencia del area a partir de la cual fue calculada la media
(15 pixeles), el umbral (5) y la caracteristica de intensidad
del pixel requerida para ser reemplazado (pixeles oscuros).
Luego, fue aplicado un filtro que, mediante una funcion
Gaussiana, permite suavizar detalles del punteado de
autofluorescencia, caracteristico de la superficie de la
mucosa intestinal (Fig. 2 - Paso N° 3). Para esto, fue definido
un determinado valor de radio (3).

A continuacion, fue acentuada la morfologia de los
orificios de las criptas mediante el incremento de contraste y
el realce de sus bordes (Fig. 2 - Paso N° 4). Para ello, fue
definido un valor de radio (25 pixeles), para generar una
imagen borrosa que es sustraida de la original, y un valor
para establecer el incremento en la definicion de bordes
(0.9).

A continuacidn, fueron delimitadas las zonas de pixeles
con bajos valores de intensidad, que en general demarcan los
orificios de las criptas (2 iteraciones) (Fig. 2 - Paso N° 5).

La imagen fue posteriormente, invertida (Fig. 2 - Paso N°
6) para luego registrar regiones conectadas mediante valores
de intensidad definidos a partir de un determinado umbral
(240), permitiendo extraer de la imagen, las é&reas que
podrian asociarse con las estructuras a segmentar (Fig. 2 -
Paso N° 7). Los elementos ubicados en los limites de la
imagen fueron descartados para no incluir en los proximos
andlisis de cuantificacion, a componentes cuya
fragmentacion pudiese ser producto de la captura incompleta
(Fig. 2 - Paso N° 8).

Como consecuencia de que en el Gltimo paso se adquiere
una imagen en la que el fondo posee un valor de intensidad
igual a 0y los objetos detectados (entre los que se encuentran
los elementos a segmentar) mayor a 0, fue realizada una
conversion en la que la intensidad de los pixeles con valores
superiores a 0, adquieren el valor 255 (Fig. 2 - Paso N° 9).
Asi, fue obtenida una nueva imagen que vincula a todas las
estructuras a segmentar, asignandoles el mismo valor de

intensidad a los pixeles que las conforman, mientras que el
fondo conserva el propio. A continuacion, fue efectuada una
nueva inversion (Fig. 2 - Paso N° 10).

Finalmente, fueron identificadas y extraidas de la imagen
procesada, las estructuras que representan los orificios de las
criptas, especificando un rango de tamafio y la manera en que
cada una de ellas se representa visualmente (600 a 2000
pixeles?) (Fig. 2 - Paso N° 11).
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Fig. 2: Método de segmentacion ejemplificado paso a paso, aplicado a una
imagen obtenida a través de microscopia de fluorescencia, utilizando una
muestra de tejido no patoldgico del grupo control.

I1l. RESULTADOS

Efectividad del método para posteriores analisis de
cuantificacion

En la Fig. 3 pueden visualizarse una serie de
segmentaciones obtenidas aplicando el método propuesto a
un caso representativo de cada etapa experimental. En la
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columna 1-(A) se muestran las imagenes originales, mientras
que en (B) y (C) se presentan dos formas de representacion
de las segmentaciones finales, incluyendo (0 no) una etiqueta
de identificacion individual.

Semanad4-Tratado Semana20-Control Semanal6-Control Semana@8Control Semanad4-Control Semana0-Control

Semana & Tratado

Fig. 3: Ejemplos de cada etapa de experimentacion, comenzando por las
muestras obtenidas de los grupos control y tratados. (A) Iméagenes
originales, (B) y (C) Representaciones visuales postsegmentacion
resultantes

La validez del método de segmentacién automatica fue
corroborada mediante un analisis de Sensibilidad (Tabla I)
desarrollado considerando el total de muestras utilizadas. Se
concluyé que el método propuesto es capaz de segmentar
orificios de criptas, los cuales representan el 79% del total de
objetos segmentados. A su vez, el desarrollo del andlisis,
discriminando las muestras en base al tipo de tratamiento
efectuado y a la semana a la que pertenecen, presenté un alto
rango de sensibilidad de 75 a 96,4%, exceptuando a las
imagenes de semana 4 de grupo control cuyo valor de
sensibilidad es de 37,1%. A pesar de disponer de un conjunto
de imagenes con caracteristicas diferentes (tiempo de

inyeccidn, tratamiento y particularidades de los animales), el
método segmenta correctamente los orificios de las criptas
con un valor alto de sensibilidad. Esto permite continuar con
las etapas de cuantificacion subsiguientes. En consideracion
al bajo porcentaje de sensibilidad obtenido en semana 4,
resulta imprescindible la obtencién de nuevas muestras, ya
que la calidad de las actuales no es apropiada para la
obtenciéon de una segmentacion que sea apta para una
posterior cuantificacidn. Por lo tanto, la etapa experimental
sera repetida con el fin de incrementar el nimero de
muestras, y simultaneamente, procurar incrementar la
sensibilidad del método.

En particular, debido a que el interés primordial de este
trabajo radica en posibilitar el desarrollo de posteriores
analisis morfolégicos cuantitativos, instaurando como punto
de partida al conjunto de objetos segmentados en esta
instancia, en la Tabla Il se ejemplifica la informacion
obtenida por cuantificacién automatica de circularidad y area
promedio para los orificios segmentados, discriminando por
tipo de tratamiento y tiempo de obtencién de la imagen
utilizada. Del analisis complementario de ambos parametros
se observa que si bien todos los orificios tienden a adoptar
una morfologia circular, los pertenecientes a las muestras
control (semanas O a 16) exhiben A&reas similares,
incrementandose hacia la semana 20, mientras que las areas
de los grupos tratados, disminuyen con la evolucién temporal
de la patologia asi como respecto de del grupo control. En
funcion de estas asociaciones las criptas de los grupos
control y tratados se corresponden con los tipos | y I11-S de
la clasificacion de Kudo respectivamente.

TABLA
ANALISIS DE SENSIBILIDAD.

0 86,08 %
4 37,14 %
8 86,11 %
16 96,36 %
20 75,68 %
4 75,00 %
8 83,33 %

79,02 %

TABLAII

MEDICIONES PROMEDIO DE CIRCULARIDAD Y AREA, REALIZADAS A PARTIR
DE LOS ORIFICIOS DE CRIPTAS SEGMENTADAS CON EL METODO PROPUESTO.

0 0,656 224,456

4 0,789 256,142

8 0,702 227,344

16 0,698 225,021

20 0,723 366,277

4 0,661 186,822

8 0,818 154,751
Proximos andlisis de cuantificacion morfoldgica
incorporardn mediciones de otros descriptores de forma y
parametros como por ejemplo elongacion, solidez,
esfericidad, perimetro y centroide, entre otros. El

complemento de los datos provenientes de cada andlisis de
cuantificacion permitiria definir un patrén caracteristico que
represente a cada etapa de experimentacion (semanas 0, 4 'y
8 — tejido patolégico o normal). Ademas, se espera
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correlacionar la informacion resultante con la clasificacion
bidimensional de los tipos de patrones de criptas propuesta
por Kudo que ha sido presentada graficamente a través de la
columna izquierda de iméagenes en la Fig. 1.

Finalmente, como perspectivas futuras se propone la
extension del método de procesamiento por segmentacion y
ulterior cuantificacion basados en imagenes 2D, a su
aplicacion al conjunto de imagenes 3D. En dicho método se
intentaran correlacionar las estructuras 3D de las criptas con
las caracteristicas morfologicas formuladas por Kudo en los
patrones de criptas representados en la Fig.1.

Variaciones del método de segmentacién

El método detallado previamente se aplicé estableciendo
los mismos parametros y pasos a todas las imagenes
adquiridas, excepto en las que se requirié la repeticion de dos
etapas de procesamiento consecutivas: el realce de bordes y
la delimitacion de zonas con pixeles con bajos valores de
intensidad y/o la redefinicion del tamafio de objetos a
segmentar, por modificacion del rango establecido
inicialmente.

En particular, para las imagenes obtenidas de animales de
la semana 8 de tratamiento, resulté imprescindible efectuar
una disminucion en la definicion del valor umbral de
intensidad para la discriminacion de regiones conectadas.

Redefinicion del muestreo

Aunque el protocolo de segmentacidn puede aplicarse a
las imagenes adquiridas en todas las etapas del experimento,
con independencia de si se trata de tejidos normales o
patoldgicos, se decidid limitar su aplicacién hasta la 8“2
semana de tratamiento con AOM/SSD. Esto se debié a que
los tejidos de las semanas 16¥2 y 20™ exhiben la coalescencia
progresiva de los orificios de las criptas, impidiendo tanto la
identificacion como la cuantificacion de las estructuras
individuales, asi como la discriminacién de las
caracteristicas morfoldgicas propias de las criptas.

IV. CONCLUSIONES

La segmentacion de las imagenes de autofluorescencia de
la mucosa col6nica de muestras normales y patolégicas,
permitid obtener automaticamente las representaciones
morfoldgicas de los orificios de las criptas que se distribuyen
en las muestras.

Pese a que originalmente el propdsito fue desarrollar un
método aplicable a cualquier imagen, independientemente
del estadio experimental considerado, se observa que como
consecuencia de la variabilidad en los tejidos analizados (y
por ende las caracteristicas en las imagenes), se requieren
ajustar determinados pardmetros en algunas etapas de
experimentacion en particular. De cualquier manera, a pesar
de haber obtenido un valor de sensibilidad alto, se
considerard lo indicado previamente y se continuard
trabajando en la correccion y perfeccionamiento del método.

Finalmente, se enfatiza que el presente desarrollo
posibilita el empleo de los datos para dar continuidad al
desarrollo de analisis cuantitativos, que permita la
caracterizacion morfoldgica de los orificios de las criptas
detectados por segmentacion. Esto permitiria establecer un
patron morfoldgico inherente a cada etapa del desarrollo
experimental, el cual podria ser asociado al patrén de criptas

propuesto  por Kudo. Asi, se lograria la
identificacion/clasificacion automatica del estado del tejido,
sorteando la aplicacion de técnicas de marcacion adicionales.
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