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RESUMO

BUZIN, Aline Rodrigues, Universidade Vila Velha — ES, marco de 2017. Deteccdao
automatica de hip6xia em tecido renal marcado com HIF-1a. Orientador: Dominik

Lenz.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi identificar o marcador HIF-1a utilizando a
citometria de imagem e auxiliar na contagem das células positivas (com HIF-1a) e
negativas (sem HIF-1a da mesma amostra. Metodologia: 17 imagens de tecidos renais
de ratos da linhagem Winstar; Sendo no total 12.587 objetos (células) nas imagens
para andlise. As imagens adquiridas foram entdo analisadas através dos softwares
livres CellProfiler (versédo 2.1.1) e CellProfiler Analyst (vers&o 2.0). No software
CellProfiler Analyst, houve uma separacdo com as classes do objeto, usando um
classificador, sendo elas: 1) classe com HIF-1a e 2) classe sem HIF-1a. Resultados:
Com os dados obtidos através de Score All, foi possivel calcular o percentual de
células que possuiam HIF-1a e das que nao possuiam; Dos 12.587 objetos da
amostra, 6.773 (54%) tinham HIF-1a e 5.814 (46%) nao tinham HIF-1a. Sendo os
dados de sensibilidade 0,90, especificidade 0,84 e desvio padrdo 0,10 e 0,12.
Concluséo: A pesquisa mostra que o software livre CellProfiler, através do microscopio
de luz, foi capaz de identificar o marcador, realizar a aprendizagem da maquina, e
posterior contagem e separacao de células em classes distintas (com e sem marcador
HIF-1a).

Palavras chaves: HIF-1a. Hipdxia. Aprendizado da maquina. Andlise de imagem.



ABSTRACT

BUZIN, Aline Rodrigues, University of Vila Velha — ES, march de 2017. Automatic

detection of hypoxiain renal tissue stained with HIF-1a. Orientador: Dominik Lenz.

Objective: The objective of this study was the identification of the stain HIFalpha using
the Image Cytometry, and to help to count the positive cells (with HIF-1a) and the
negative cells (without HIF-1a) from the same sample. Method: 17 images of renal
tissues from male rats of Winstar lineage; overall, there were 12.587 objects (cells) in
the images for analysis. The acquired images were then analyzed through the free
softwares CellProfiler (version 2.1.1) and CellProfiler Analyst (version 2.0). In the
software CellProfiler Analyst, there was a separation with the classes of the object,
using a classifier, and the classes were: 1) class with HIF-1a and 2) class without HIF-
la. Results: With the data obtained through Score All, it was possible to calculate the
percentage of cells that had HIF-1a; out of 12.587 objects of the sample, 6.773 (54%)
had HIF-1a and 5.814 (46%) did not have HIF-1a. Data of sensibility 0.90, specificity
0.84 and standard deviation 0.10 and 0.12. Conclusion: The research shows that the
free software CellProfiler, through the light microscope, was able to identify the stains,
perform the machine’s learning, and subsequently count and separate cells from
distinct classes (with and without the stain of HIF-1a).

Keywords: HIF-1a. Hypoxia. Machine learning. Image analysis.



1. INTRODUCAO

A histologia compreende o estudo dos tecidos de organismos e a anatomia
microscopica de células, enquanto histopatologia compreende o estudo das
alteracdes e doencas do tecido. (HE et al., 2012; GIL et al., 2002; TITFORD, 2006). A
analise manual dos tecidos ainda hoje, € a forma mais comum de diagnéstico
histopatoldgico, esse processo requer grande experiéncia do analista (HE et al., 2012;
CHAN et al., 2012), o que a torna nao reprodutivel, uma vez que, que cada analista
pode chegar a diferentes interpretagfes acerca de uma mesma analise. Segundo
Nelissen e colaboradores (2014), essa técnica demostra-se cansativa e demorada.

Como meio de tornar mais ageis andlises e diagnosticos, surgiu a Citometria
de Imagem, técnica que agrega conhecimentos da patologia humana e tecnologia de
imagem e computador (HARDIE et al.,, 2002), tornando a técnica reprodutivel.
(MITTAG et al., 2005; REXHEPAJ et al., 2013). Estudos empregando histopatologia
automatica e software livre CellProfiler (CAPENTER et al., 2006), sdo novos e
escassos, nota-se, que no Pubmed (11/2015) somente um artigo é descrito, este
estudo por vez, associa analises de imagem e citopatologia (GONZALEZ et al., 2012).
Evidenciando assim, a importancia dessa pesquisa, sendo esta, desafiadora no meio
cientifico.

Nos estudos e avaliagdes do tecido, muitos sdo os fendmenos e objetos de
interesse. Para a identificacdo da isquemia/ hipoxia tecidual, por exemplo, o HIF1a
(fator de inducdo a hipdxia), marcador citoplasmatico proposto por Beasley et al.
(2002) e Filies et al. (2005), tem sido amplamente utilizado, por sua forte expressao
como marcador independente, para taxa de sobrevida em pacientes portadores de
carcinomas de cabeca e pesco¢o. Mendes et al. (2014) sugerem seu uso para células
tumorais e peritumorais inflamatorias.

Recentemente, estudos afirmam ser possivel a identificacdo da progresséo de
tumores de acordo com a expressao do HIF1a e sua expressao, vem sendo associada
ao mau prognostico do cancer de mama, (BRITO et al.,, 2011). Ao estudarem a
expressado do HIF1a e do antigeno de proliferacdo nuclear em casos de carcinomas
orais, Uehara e colaboradores (2009), encontraram maior indice de marcacdo do
mesmo, Nos pacientes que apresentavam metastase nos linfonodos regionais e com

pior prognostico.
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Desta forma, o objetivo do presente estudo foi a identificagdo do marcador
HIF1la por meio da Citometria de Imagem, bem como, auxiliar a contagem de células

positivas (com HIF1a) e negativas (sem HIF1a) de uma mesma amostra.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Declaracéo de ética

As laminas utilizadas foram cedidas pela Universidade Federal do Espirito
Santos (UFES). Tendo estas aprovacido da Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES, protocolo numero 050/2013 —

anexol).

2.2. Preparacao das laminas — Imuno-histoquimica

Secdes de parafina em série de quatro micrébmetros do rim foram coradas com
anticorpo monoclonal anti-rato HIF-1a (ab8366) (Abcam, UK, 1: 500). A coloragéo foi
visualizada sob reacdo de peroxidase com tetracloridrato de 3,3-diaminobenzidina
(DAB, Sigma Chemical Co., EUA). Os espécimes foram entdo ligeiramente contra
corados com hematoxilina de Mayer, desidratados e baseados em xileno montados
sob laminas de vidro. A amostra de controlo positivo foi placenta humana, enquanto
gue o controlo negativo foi 0 mesmo material e incubou-se apenas com o diluente de
anticorpo.

O teor de area de coloracao positiva foi calculado em média em dez campos
aleatorios através do cortex e da medula.

A morfometria assistida por computador foi realizada com um software de
cbdigo aberto CellProfiler Analyst (http://www.cellprofiler.org, Imaging Platform, Broad
Institute of MIT e Harvard, EUA) (Kamentsky et al., 2011), para estimar a relagéo
contribuicdo de cada um dos corantes (DAB e hematoxilina) foram comparadas
utilizando uma técnica de transformacéao de cor, com base na banda original vermelho-
verde-azul (RGB) resultando num espectro de absorcdo que necessitava de ser
separado.

O método é baseado em transformac¢des ortonormais da imagem RGB original
dependendo da informacé&o de cor determinada pelo utilizador sobre as duas manchas
(Rexhepaj et al., 2013, Ruifrock et al., 2001).



2.3. Material

17 imagens de tecido renal de ratos machos da linhagem Wistar. Sendo num

total de 12.587 objetos (células) presentes nas imagens para analise.
2.4. Obtencao das imagens
As laminas foram fotografadas utilizando microscopio com camera acoplada

(AxioCam MRC Zeiss. Vert. Al), na objetiva de 40x. As imagens foram armazenadas

sem perda de qualidade, e salvas em formato de arquivo *.tif.
2.5. Analise das imagens

As imagens obtidas foram analisadas através dos softwares gratuitos
CellProfiler (verséo 2.1.1) e CellProfiler Analyst (versao 2.0). No software CellProfiler

foi realizado a preparacéo do algoritmo (tabela 1) para posterior analise das imagens.

Tabela 1: Algoritmo CellProfiler para processamento das imagens.

1 Loadlmages

tif il
2 ColorToGray
il i2
3 Morph
12 ‘ 13 ‘ invert
4 ldentifyPrimaryObjects
i3 | nuclei | 10-40 pixels | automatic
5 ldentifySecondyObjects
i3 | nuclei | cells | propagation | automatic
6 IdentifyTertiaryObjects
cells | nuclei | cytoplasm
7 MeasureObjectsSizeShape
cytoplasm

8 MeasureObjectintensity
i3 cytoplasm




Legenda

Ex: 1) carregar imagens; 2) inversédo da coloragdo da imagem para tons de cinza; 3)
inversdo da intensidade dos objetos — objeto de interesse deve ser mais claro; 4)
identificacdo do primeiro objeto — nucleo; 5) identificacdo do segundo objeto - célula;
6) identificacdo do terceiro objeto — citoplasma; 7) mensuracdo de tamanho e forma
do citoplasma - alvo do marcador; 8) mensuracéo da intensidade do citoplasma.

Apos, realizadas as analises no CellProfiler, o software salva todos os dados
obtidos a partir da mesma, de acordo com a programacao especificada. Tais dados
sao, exportados para o software CellProfiler Analyst através de um banco de dados
no formato SQlite, o qual, seleciona o objeto a ser exportado, dessa forma, os dados
do objeto citoplasma foram exportados. Exportar-se os dados do citoplasma, uma vez

que, a marcagao do HIF1a ocorre no mesmo.

2.6. Aprendizado da maquina

No software CellProfiler Analyst foi realizada a separacdo das classes dos
objetos com o classificador, sendo essas: 1) classe com HIF1a e 2) classe sem HIF 1a.
Tal separacdo, consiste em agrupar os objetos de uma mesma imagem de acordo
com a sua caracteristica. Objetos sem a presenca de HIF1a foram denominados:
semHIF1a e aqueles que apresentavam HIF1a foram denominados: comHIF1a. Apos
a separacdao dos objetos em suas classes, realizou-se o aprendizado da maquina que
consiste em treinar o software para o reconhecimento de forma correta dos objetos,
dentro de uma determinada imagem. Em seguida, calculou-se a sensibilidade e
especificidade das amostras, que consisti em pedir ao software 100 objetos de cada
classe. Com a ferramenta Score Image, foi possivel verificar o resultado das imagens,
esta permite que o analista veja toda a extensdo da imagem e o0s objetos ali
identificados de acordo com a separacdo realizada sob cada classe. Os dados
gerados por outra ferramenta Score All dizem respeito, a quantidade total de objetos
gue possuem ou ndo possuem a presenca de HIF1a de acordo com a separagao dada
pelo analista. Foi possivel ainda, realizar o calculo da porcentagem de objetos de cada

classe naimagem em guestéo.



2.7. Analise estatistica

O teste de Bland-Altman foi realizado utilizando o Sigma Plot (verséo 12.5,
Systat Software Inc.), esse teste consiste em analisar a similaridade entre a contagem
manual (padréo ouro) e a contagem automatizada, ou seja, a contagem realizada pelo
analista entre a contagem fornecida pelo software CellProfiler Analyst.

A curva de ROC (Curve Operator Characteristic) demonstra o progresso de
aprendizagem da maquina, ou seja a capacidade do software identificar e diferenciar

0s objetos verdadeiro positivo dos objetos falso positivo.



3. RESULTADOS

Com os dados obtidos através do Score All foi possivel calcular a porcentagem
de células que possuiam ou ndo a presenca de HIF1a, sendo que do total de 12.587
objetos da amostra, 6.773 (54%) possuiam o HIF1a e 5.814 (46%) ndo possuia o
HIF1a.

Dados de sensibilidade, especificidade e desvio padrdo, também sao
demonstrados, com média de 0,90 de sensibilidade e 0,84 de especificidade, nota-se
gue o software reconhece e separa as classes celulares de forma correta, gerando
resultados confiaveis. Os valores de desvio padréo para sensibilidade e especificidade
foram respectivamente 0,10 e 0,12.

Dados de Score Image sao demonstrados na Figura 1.

Dados de Bland-Altman s&o demonstrados na Figura 2.

Dados da curva de ROC s&o demonstrados na Figura 3.



Figura 1
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Legenda: imagem apresentando somente HIF1a (1), imagem sem a presenca do
HIF1a (2) e imagem com e sem a presenca do HIF1a (3). A: imagem original, B:
imagem fornecida pelo Score Image.



Figura 2
Bland-Altman Graph
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Legenda: Esse gréfico demonstra que nao teve erro sistémico, pois quase todas as
amostras estdo entre as médias, o0 que significa que teve distribuicdo normal. E por a
linha da média da diferenca dos dois métodos esta bem proximo do zero significa que

os dois métodos sao comparados.
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Figura 3

ROC Curve
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Legenda: Esse grafico demostra embaixo da curva uma area de 85% que significa
gue o software consegue identificar e diferenciar de forma correta os falsos positivos
dos verdadeiros positivos. Em contra partida se estivesse uma reta ao invés de curva

significaria que o software ndo conseguiria diferenciar.
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4. DISCUSSAO

7

Ao conhecimento dos autores, este é o0 primeiro estudo combinando
microscopia de luz, andlise de imagem reprodutivel e classificacdo celular baseado
no aprendizagem da maquina. Por meio da citometria de imagem, realizou-se a
analise de imagem por célula, os resultados obtidos se deram através da porcentagem
de células marcadas e ndo marcadas com HIFla. Kim e colaboradores (2013),
analisaram a mancha do marcador e observaram a intensidade obtida através da
mesma, enquanto Viray e colaboradores (2014), identificaram individualmente os
nucleos, contaram e classificaram como malignos e benignos, obtendo dados
percentuais dos nucleos malignos.

Nota-se que a Citometria de imagem € uma tecnologia recente, empregada nas
analises laboratoriais de forma vantajosa, por se mostrar amplamente reprodutivel
(MITTAG et al., 2005; REXHEPAJ et al., 2013), ter custo significativamente mais
baixo, uma vez que, necessita de menor volume de amostras e reagentes
(GERSTNER et al., 2002; LAFFERS et al., 2006; LENZ et al., 2005a, 2005b; MITTAG
et al., 2005, 2006), permitindo por sua vez, conjugar uma analise de alto rendimento
com parametros morfologicos (TOZETTI et al., 2014; BUZIN et al., 2015). Gonzalez e
colaboradores (2012), afirmam que por meio da citometria de imagem €& possivel
reconhecer automaticamente caracteristicas nucleares, tais como: tamanho, forma e
textura.

Além, da substituicdo de marcadores especificos por dados da morfologia
celular, realizada por Buzin e colaboradores (2015). Assim, o uso de analise digital em
amostras que utilizam imuno-histoquimica se mostra uma abordagem com maior
precisdo e reprodutibilidade (PLANCOULAINE et al., 2015), sendo a analise
computadorizada de laminas histologicas uma abordagem mais precisa, reprodutivel
e sensivel, quando comparada analise visual, sendo esta, demorada e sujeita a
variaveis tais como; variagdo da amostragem e analisador, e ilusdes Opticas
(NELISSEN et al., 2014). Higgins (2015), afirma que softwares de microscopia digital
sdo mais confiaveis, uma vez que apresentam solucbes de alta qualidade para

consulta.
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A metodologia desenvolvida para a pesquisa, através do software CellProfiler
permite que o analista utilize apenas uma pequena porcentagem de objetos da
amostra, assim, ao final tenha-se o resultado desejado. Em 2007 Lamprecht e
colaboradores, relataram ser possivel utilizar um pequeno nimero de imagens e
processa-las automaticamente, dessa maneira, podem ser analisadas em um
computador pessoal.

Trabalhos acerca dessa tematica, foram descritos em estudos recentes, o
software Diameter J € muito citado, este permite que os usuarios determinem de forma
rdpida as caracteristicas estruturais de por exemplo: nanofibras (HOTALING et al.,
2015), em outro estudo foi desenvolvido um algoritmo rapido para identificacdo de
células neuronais, permitindo uma caracterizacdo completa da distribuicéo
tridimensional complexa dos neurénios. (SILVESTRI et al., 2015).

Ragojanu e colaboradores (2015) abordam um novo software que permite a
andlise morfométrica detalhada de cancro em tecidos, sendo, uma anédlise
guantitativa, com reducéo do tempo de analise e um aumento da reprodutibilidade dos
dados, ao passo que, Choi e colaboradores (2015), desenvolveram uma técnica de
medicdo automatica de ASL, através de, um microscopico confocal, podendo ser
aplicado a repetidas medidas de altura; esta abordagem apresentou alta preciséo, e

uma maior taxa de transferéncia.
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5. CONCLUSAO

A pesquisa atesta que o software livre, CellProfiler através da microscopia de
luz foi capaz de identificar os marcadores, realizar a aprendizagem da maquina, e
subsequente contagem e separacdo de células de classes distintas (com e sem a
marcagcdo do HIF1a). Dessa forma, a avaliagdo numérica das diferentes classes
celulares apresenta aspecto quantitativo ao diagnéstico qualitativo do patologista.
Uma vez que, pode ser realizada em todos os laboratorios, devido ao método

apresentado utilizar microscopia de luz para suas analises.
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Anexo 1

7. ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 050/2013, relativo ao projeto de

pesquisa intitulade “Efeitos do G-CSF em modeloc experimental
de isquemia/reperfusdo renal.”, que tem como responsavel o (a)
docente Breneo Valentim Nogueira, estd de acordo com os
prmcuplos Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES), tendo sido aprovado na
reunido ordinaria de 20/12/13.

Vitéria (ES), 20 de dezembro de 2013.
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