Segmentacion automatica del arbol dendritico en imagenes
neuronales de microscopia confocal
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Resumen

En este articulo se propone el uso de un algoritmo para la
segmentacion de imagenes de neuronas obtenidas mediante
microscopia confocal. La imagen es procesada inicialmente con
un filtro de difusion anisotropica para eliminar posible ruido.
La deteccion de dendritas se realiza en distintas orientaciones y
con diferentes escalas mediantedos bancos de filtros:adaptados
gaussianos y primera derivada gaussiana, aprovechando la
distribucion de niveles de gris que caracteriza a las estructuras
que nos ocupan. Asi mismo, se ha desarrollado una interfaz
gréafica, de forma que el algoritmo pueda ser ejecutado por
personal médico sin conocimientos informaticos previos. El
método ha sido probado en 30 imagenes validadas por expertos,
procedentes del Hospital Universitario Virgen Macarena,
obteniéndose una precision media del 98.12 %.

1. Introduccién

La microscopia confocal es una herramienta importante
para los investigadores en neurociencia. Una simple
neurona puede ser marcada usando proteina verde
fluorescente (GFP), de manera que la estructura neuronal
pueda ser visualizada en una pila de imagenes. Sin
embargo, la obtencién del arbol dendritico en secciones
de tejido individual requiere de horas a meses de trabajo
[1,2], v, en la préctica, la segmentacion de imagenes se
lleva a cabo de una manera practicamente manual [1].Se
han aplicado técnicas de procesamiento de imagen [1-7]
con el objeto de minimizar la intervencién del usuario
experto y hacer mas precisas las segmentaciones. Cada
una de ellas trabaja con distinto tipo de imagenes, aunque
el proposito final es siempre segmentar, medir y/o
reconstruir la neurona con el proposito de tener una visién
mas clara.

2. Meétodos y Materiales
2.1. Materiales

El método de deteccion automatica de dendritas propuesto
ha sido probado en un total de 30 iméagenes
proporcionadas por el Hospital Universitario Virgen
Macarena (Sevilla).Estas imagenes se corresponden con
el valor méaximo de intensidad para cada voxel de cada

pila de imégenes.El nimero de neuronas presente en cada
imagen es indeterminado, generalmente con una gran
densidad de dendritas, correspondientes a los resultados
de técnicas de marcado bioldgico usando proteina verde
fluorescente. Dichas imagenes fueron tomadas con un
microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000
(objetivo: PLAPON 60x; apertura numérica 1.42). La
resolucidn de las imagenes y el tamafio eran 16 bits y
1024 x 1024 pixeles, respectivamente. Las propiedades
confocales fueron ajustadas en cada experimento
particular con el objetivo de maximizar el rango dinamico
de la intensidad del pixel, evitando la saturacion de la
sefial (monitorizada con el software Fluoview de
Olympus para microscopio confocal).

Las secciones de cada pila de imagenes fueron
normalizadas al valor méaximo de la proyeccion
normalizada de la pila, para facilitar el procesado.

2.2.  Métodos

La herramienta propuesta ha sido desarrollada con el
software MATLAB® R2014a y GuidedUser Interface
(GUI). Puede ser ejecutado sin ningln conocimiento
informatico previo, ver Figuras 1y 2.
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Figura 1.Un ejemplo de la herramienta software presentada.
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Figura 2. Las dendritas seleccionadas pueden ser mostradas
superpuestas sobre la imagen original.

El método implementado para la deteccion de dendritas se
basa en la técnica propuesta en [8,9] para deteccion de
pelos en imagenes dermatoscopicasy la deteccion de
vasos sanguineos en imagenes de fondo de ojo, dado el
parecido entre las secciones transversales de dichas
estructuras. Considerando el hecho de que la seccion
transversal de una dendrita puede ser modelada como una
funcién gaussiana, empleamos filtrosque “se adaptan” a
ella posibilitando la deteccidn del arbol dendritico.

La imagen original es filtrada inicialmente para eliminarel
posible ruido existente con un filtro de difusién
anisotropica, capaz de preservar los bordesen las
iméagenes. Posteriormente, las dendritas son detectadas
con un método basado en un conjunto de filtros adaptados
gaussianos (MatchedGaussianFilters, MGF), Gtiles por su
simplicidad y efectividad, seguidos de un banco de filtros
basado en la primera derivada de la funcién gaussiana
(Derivative Of a Gaussian, DOG) que elimina
determinados resultados no deseados, como se explicara
en las siguientes secciones.

2.3. Bancos de filtros

En primer lugar, el banco de filtros MGF detecta
dendritas mediante el filtrado de la imagen original y la
posterior umbralizacién del resultado obtenido, basandose
en una aproximacion de la seccion transversal de las
dendritas a la funcion de distribucién normal o gaussiana.
El filtro adaptado gaussiano se define en [9] como:
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donde s representa la escala del filtro, m se utiliza para
normalizar el valor medio del filtro a 0 (y asi poder
eliminar el fondo después del filtrado), y L es el tamafio
de la vecindad a lo largo del eje Y, para suavizar el ruido.
El pardmetro L dependeré del valor de s (cuando ésta sea
pequefia, L se ajustard a un valor relativamente pequefio).
El parametro t serd una constante relacionada con la
desviacién estandar de la funcion gaussiana, normalmente
ajustada al valor 3, puesto que mas del 99% del area de la
funcion gaussiana se encuentra en el rango [-3s, 3s] [8].

Un problema conocido de este filtro es que no solo
detectard dendritas, sino también bordes del nucleo,
debido a que dicho filtro tendrd, en cierta medida,
respuestas positivas también en bordes bruscos. Para

evitar esto, el algoritmo introduce un segundo conjunto de
filtros, DOG, que servira para determinar con mayor
precision cuales de estos bordes no pertenecen a
dendritas, aprovechando que las dendritas responderan de
forma antisimétricaal filtrado DOG.De esta forma se
eliminan los bordes que, aunque detectados por MGF, son
incorrectos.

El filtro DOG puede obtenerse directamente de la primera
derivada del filtro MGF, como se refleja en [8,9]:
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La respuesta al filtro DOG sera muy cambiante y no sera
valida para localizar estructuras, por lo quees necesario
hacer uso de su media local (y no de su respuesta
directamente), que llamaremos d,,,. En esta media local,
el valor de cada pixel queda definido por el valor medio
de los pixeles vecinos.

Llamemos T al umbral utilizado para distinguir entre
dendritas y fondo o soma.Dicho umbral se aplicara a la
respuesta de la imagen al filtro MGF para distinguir entre
pixeles pertenecientes a dendritas 0 no pertenecientes,
aunque el valor deT se basaen la media local de la
respuesta de la imagen al filtro DOG. La media local se
normalizard para que los valores se encuentren en el
rango [0, 1] (ver Figura 3).

Si el valor de d,, es bajo en cierto punto, existird en la
vecindad de este pixel una estructura de tipo dendritica, y
el valor deTdebera ser pequefio(ver Figura 3: la magnitud
de la media local es mayor en pixeles pertenecientes al
nlcleo de la neurona). Por el contrario, si el valor de d,,
fuera alto, aparecerd en la vecindad de este punto un
borde no perteneciente a dendritas, y el valor de T sera
alto para eliminar a éste del arbol dendritico final.

El umbralT dependerd linealmente, ademas ded,,, de la
respuesta de la imagen al filtro MGF [9] mediante un
peso fijadoa 10 en base a los resultados experimentales
obtenidos.En la herramienta software presentada, este
valor es ajustable por el usuario experto,aunque esta
fijado por defecto, como hemos comentado.



Figura 3Imagen original (arriba); Imagen normalizada del
valor medio de la respuesta al filtro DOG (abajo).

El filtrado se realizard con diferentes valores de escala
(para buscar dendritas de distinto grosor) y diferentes
orientaciones (para encontrar dendritas en todas ellas), por
lo que se aplica una rotacion [8]:

fo(x',y") = f(x,y), donde x' = x-cosf +y -senf, e
y =y -cosf — x - sené.

Figura 4.Resultado de la aplicacion del algoritmo

3. Resultados y Discusion.

Para la validacion del algoritmo se han empleado 30
imagenes proporcionadas por el equipo de expertos del
Hospital Virgen Macarena. A su vez, el algoritmo ha sido
validado mediante segmentaciones manuales
proporcionadas por dichos expertos tomadas como verdad
de referencia (groundtruth).

Los valores numéricos empleados para medir
objetivamente la eficacia del algoritmo son: sensibilidad
(3), especificidad (4) y precision (5).

La sensibilidad caracteriza la capacidad del algoritmo
para detectar dendritas en aquellos puntos donde existen,
y se define como:

VP
VP+FN

Sensibilidad (%) = (=) - 100 3)

La especificidad caracteriza la capacidad del algoritmo
para detectar la ausencia de dendritas en aquellos puntos
donde no habia dendritas, y se define como:

VN
VN+FP

Especificidad (%) = (;v=)-100  (4)
La precision muestra la exactitud de nuestro algoritmo en
la extraccion de dendritas, y se define:

VP+VN

Precision (%) = (—
(%) VP+FN+FP+VN

) 100 (5)

La Tabla 1 muestra los resultados medios obtenidos,
mientras que la Figura 5 presenta algunos ejemplos.



(%) Sensibilidad Especificidad Precision
Técnica 80.83 98.67 98.12
propuesta

Tabla 1. Medidas de la precision media de la segmentacion
para deteccion de dendritas en 30 imagenes.

Figura 5. Algunos ejemplos de los resultados obtenidos
(derecha) para cuatro imagenes originales (izquierda).

4. Conclusiones

En este articulo se propone el uso del filtro adaptado
MGF conjuntamente con el filtro de primera derivada
gaussiana DOG para la deteccion automética del &rbol

dendritico en imagenes de microscopio confocal. El
algoritmo ha sido probado en 30 iméagenes, obteniéndose
una buena calidad en los resultados en términos de
sensibilidad, especificidad y precision.Asi mismo, se ha
programado una interfaz grafica de manejo sencillo, para
su utilizacion por parte de los expertos cientificos, como
herramienta de segmentacion automatica de la morfologia
de la neurona.

Como linea de trabajo futura, se propone un ajuste en la
deteccion de las espinas dendriticas, que presenta una
gran complejidad debido al reducido tamafio de las
mismas en la imagen original.
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