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Luego de realizar la segmentacion (automatica o manual):
— ¢Como caracterizar 1 objeto o diferenciar 2 (o mas) objetos?
— ¢COmo cuantificar en imagenes discretas?
— ¢Qué error tendra esta medicion?

Z-axis

Objeto real,

area=4 pi r"\2

& E"{;‘*"}Sj
=2
W

Objeto discreto,

area=¢4 pirnh2?

2
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En esta sesion estudiaremos los principales parametros para
cuantificar un ROI (binario).

Ej. 1. Andlisis de forma y fibras de actina en Ej. 1. Neurona del organo parapineal en pez
cultivos de fibroblastos. zebra.

{\l . , : l |
\3\‘“

T

Al

Imagen original (2D), Prof. Lisette Leyton Imagen original y segmentacion (3D), Karina
Palma y colaboradores. 3
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ooooooooooooo Resumen

Descriptores geométricos: ubicacion, perimetro, area,
volumen, curvatura.

Momentos de morfologia (orden 0-2).
Descriptores compuestos.
Descriptores de grupos de objetos.
Topologia en computacion (skeletons).

JE"F/‘*"}SJ
g=3 ‘L‘t;'\*'}/
W
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1. Descriptores geométricos: ubicacion, perimetro, area,
volumen, curvatura.
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Definicion de un ROI (binario) en una imagen/stack y su
representacion “chain code”.

Definiciones:
* Imagen Binaria I(z,y) € {0,1}
e Coordenadas del ROl ¢ = (z,¥)

e Entonces {cg) =1

e Alternativa, chain code:

E—

\‘ {0,0,0,0,0.7,
- iy 6.6.6.6,6.5,
\ 444443,
' 222221}

(a) (b) ()
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Otra representaciones: Clasificacion:
- Poligono (2D)=verticesy arcos - Silalinea entre dos puntos
- Superficie (3D)=caras siempre pertenece al conjunto.
Arco (o aristas) \
— Vértices / :
Poligono convexo Poligono no-convexo
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Dado un ROI binario, existen varias definiciones de su ubicacion:
- Punto mas cercano (m) Cp = a’rgmzngp{\p — Cp|}
- Centro de masa/baricentro ( )

- Incentro (m) A
- Circuncentro (=) Co)

Poligono convexo (3) Poligono no convexo (3) 8
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El perimetro es el largo de contorno de un ROl en 2D. Para
figuras simples es:

- Circulo — 2mr
- Rectangulo a 2(a + b)

, b
- Poligono regular de n
caras de largo | /Z nd
- Elipse...

p L

a
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El perimetro se puede medir directamente en un ROI binario o el
poligono que lo representa, écual elegir?

- Usando “chain code” cuento pixeles,

—_—

Cada “flecha” suma 1 _ T L

- ¢Qué mejora se puede realizar? | FF7

- Usando representacion poligonal
(ej. contornos activos), suma de segmentos
de recta

10
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En general el perimetro se puede medir directamente en un ROI
binario o el poligono que lo representa, écual elegir?

Perimetro de un cuadrado

a0
G6a0
E— Conteo
& pixeles
w GO0
£
T
[ .
- Sqrt(2) correction
Z
£ ssof
a [ Weighted
I .
500 pizel count | 2(a+b)
simple
waighted
corner count
4a0 L

B75 30  Angulo (grad)

11
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El area describe la superficie de un objeto 2D. Existen formulas
conocidas en geometrias simples:

- Circulo - ) e
- Rectangulo a ab
, b
- Poligono regular de n
2
caras de largo | / nl_ tan m(n —2)
[ 4 2n

- Elipse A ‘
mab

12
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El area (2D) se puede medir directamente en un ROI binario o el
poligono que lo representa, écual elegir?

- Usando ROI binario

- Sumar todo el ROI
- Usar chain code con una linea extra

N
12

- Usando representacion del contorno
- Usando el algoritmo de shoelace.

A

P2
(5,11}

axb

a

= N Wk o - m O
T



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Polygon_area_formula_(English).svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4e/Cross_product_parallelogram.svg
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En general el area (2D) se puede medir directamente en un ROI
binario o el poligono que lo representa, éque metodo elegir?

I I I
—a—area triangulacion
—e—conteo pireles

pitr

R E e S

area [m ]

26

24+

2.2 1 1 1 1
0 20 40 60 a0 100 120 140 160 180 200

. densidad de pixeles (n) ‘

14
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En 3D también se puede medir la superficie de un ROl binario o

el poligono que lo representa, écual elegir?

- Usando ROI Binario, contar

cada voxel del contorno

- Representacion de superficie

Medir el area de cada triangulo

15
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Descriptores Geomeétricos:
Area

BIOMEDICAL
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En 3D también se puede medir la superficie de un ROl binario o

el poligono que lo representa, écual elegir?

)

surface area ( pm

20 — 2 ﬁ
- — B — A5
18 = — ® — voxel :
- . 1
16 — — & poligono :
- - 1
- ~ triangulo P X3
14 — 1 . P
sobreestimacion!
12 —
. >
o / ‘
/
8 —
6 —
=1 =
4 — p—
—
N —
2 — =
o |
I I i I i I I I I i I
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9

radius (pum)

[

i
LAY
=llw= Y]
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Descriptores Geomeétricos:

Volumen
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El volume describe |la el tamano de un objeto 3D. Existen

formulas conocidas en geometrias simples:

- Esfera

- Elipsoide

- Paralelepipedo

pamd

abc

17
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En general el volumen (3D) se puede medir directamente en un
ROl binario o el poligono que lo representa, écual elegir?

- Usando ROI Binario, contar cada

voxel del ROI

- Representacién de contorno, sumar

El volumen con signo del tetrahedro
de cada triangulo y un punto cualquiera.

18
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En general el volumen(3D) se puede medir directamente en un
ROl binario o el poligono que lo representa, écual elegir?

5.5 T T T T T I I
=g anten voxeles
—r—alumen tetrahedros
—3pir?
ol ]
4.5 ]
I el
E el
- 4L -
i
=
=
[=
=
35 —
ik ]
a5 1 l l 1 | | 1 | |
20 40 1] 80 100 120 140 160 180 200

densidad de voxeles (n)

aN2e

Y PR

2y
AN

)

19
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Hay un compromiso entre algoritmos:
— Simples, rapidos, poco preciso
— Mas complejos, mas pesados, mas precisos

— Al medir perimetro (2D) /curvatura (2D) / area (3D) las
representaciones geomeétricas son mas precisas.

— Al medir area (2D) / volumen el conteo de pixeles es
preciso.

20
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1.- Calcule el area y el volumen de la siguiente figura:

2.- A partir de un poligono de n vertices cualquiera, se puede
construir un poligono convexo con sus vértices, proponga paso a
paso como podria calcularlo (graficamente).é Cuantos pasos
requiere su algoritmo?

21
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2. Momentos de morfologia (orden 0-2).

BIOMEDICAL
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&

L%
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)
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Ubicacion, perimetro, area y volumen describen parcialmente un
objeto, pero no caracterizan su forma.

Imagen original (2D),

Prof. Lisette Leyton

¢ Como cuantificar que tan alargado es un objeto?

23
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L

Un ROl también se puede analizar como una “distribucion”
cuyos momentos describen sus caracteristicas.

En 1 dimensién el momento estadisticos de orden p es:

K=
20
Medicion de i‘j /&\

m, = Cl?p p(:l?)
P - r - -
Curva de asimetria Curva simétrica Curva de asimetria

Megativa FPositiva

plz) = K= e
Medicidn de / \
— - p = Eje de simetria Eje de simetria Eje de simetria

py =3 —TPple) _
Mediciéon de

|

Leptocurtica  Mesocurtica Platicurtica 44
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En 2D se pueden definir “momentos” de morfologia:

Mpg =Y _ 2Py (x,y) iy =Y (x—TP(y—7)"1(x,y)

Momento centrado de orden p

El momento de orden zero: Los momentos de orden uno:

miyo = Zazl(x,y)
Mo,0 = Z I(z,y) Mo,1 = Zy[(az,y)

area = mo.o (

25
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Combinaciones de momentos de morfologia de orden 2
describen ROI’s con mas detalle mediante sus ejes principales:

v

El Eje Principal corresponde a aquel en la
direccion a lo largo de la cual |la varianza sea
maxima

El Eje Secundario sera el que, siendo ortogonal
al anterior, se ubique en la direccion que
represente la mayor varianza de puntos

(3D) El Eje Terciario, es ortogonal a los dos
anteriores.

26
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Varianza

En la nube de puntos, la varianza
en X es mayor que en Y, pero si
definimos los nuevos ejes Uy V

obtendremos

Momentos de morfologia BIOMIDICAL e
FLUROSCIEMNC
INSTITUTE
Covarianza
X 4
x =X

Covarianza positiva Covarianza cero

Su valor representa el grado de correlacion
entre una coordenada y otra en la forma del
objeto

52 — 2@=T) Y=Y _ k1.
Y N 10,0

27
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Calculo de ejes principales mediante mom. de orden 2
Matriz de Varianza/Covarianza

0_2 _ 1 H2.0 Hi1,1
MO0 1111 0,2
La covarianza sera cuando la coordenada x nos dé algun indicio de la

coordenaday

Para el sistema de los ejes principales, las covarianzas se ANULAN
Es decir la matriz es diagonal

& E"{;‘*"}jg
g=3 ‘L‘E;' Qs
W

28
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Momentos de morfologia
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Semi-eje mayor |
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fffffffffffff Momentos de morfologia

e Larotacion del eje mayor la llamamos“a”

e Sisabemos que la matriz de varianza/covarianza es diagonal
en las direcciones propias.

e Siademas supongo una forma para u

_ - Es la matriz de varianza/covarianza

a COS

b sin (o

SN’ e’

|

|

|

|

|

|

|
e
Q

N/

|

!

30
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T — i = 7 cos(a)
u = p— .
b sin(a)

( (022 — A) cos(@) + o7, sin(a) ) _ (

(02, cos(a) + (02, — A) cos(a)

2
o = %arctan( H1,1 )
M2 0— 10,2

31
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e Sila matriz de varianza/covarianza es diagonal al rotar q,
e Conociendo sus valores propios

e Sabiendo que la raiz de su valor propio mayor, es el semi-eje
mayor |

?=X= TT(ZJ ) | \/TTQ — det(0?)

P=\=32 (agm + 02, + \/(agm —02,)° + 4(a§y)2))

,’\E—"T}"ﬁ?‘
L= ‘:‘("‘;'\*'}/
N

32
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Los ejes principales son mas convenientes:

e Alolargo de estas direcciones tiene
sentido definir las dimensiones del
objeto, como , y

e En base a las direcciones principales se
pueden calcular relaciones de orientacion
entre distintos objetos

33
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Comparandolos entre ejes principales, podemos parametrizar
caracteristicas como las elongacion (Elongation) , elongacion
relativa (Rel . Elongation), o el aplanamiento (Flatness) del

objeto.
2° ° o
Elong =1- =< R.Elong =1—- ey Flatness =1— Sy
loev loev 2O€V

NS N

1°ev >>2°ev 1%y >> 3%y 2°ev >> 3°%ev
Elong. ~ 1 R. Elong. ~ 1 Flatn. ~ 1

34
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Si el objeto fuese una elipsoide, |la

proporcionalidad entre el valor propio \/

(varianza) y la dimension en cada eje /\

principal seria facilmente calculable

Las dimensiones reales del objeto se miden encapsulandolo en

una caja de lados perpendiculares a los ejes principales: Box
Parameters
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La obtencion del centro de masas nos permite ubicar
espacialmente a cada célula

La varianza nos permite encontrar sus ejes principales
(vectores propios) y cuantificar la dispersion en las
direcciones de cada eje principal (valores propios)

Los momentos de orden superior nos permiten
parametrizar detalles mas finos de la forma, como el
nivel de asimetria o de curtosis

Indices compuestos entre valores propios nos entrega
parametros morfoldgicos como elongaciony
aplanamiento

"\:{;‘f"lv

S LY

2%
N\

36
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¢ Cual de las siguientes cantidades es invariante a rotaciones?

2°%ev 1 1.1
Elong =1——— 0 = —( ’ )
1°ev 2 20 — Ho2

¢Son los momentos de morfologia de orden 2 (centrados), una
cantidad invariante a rotaciones?, ¢ Qué puede concluir?

& E"{;‘*"}jg
g=3 ‘L‘E;' Qs
W
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3. Descriptores compuestos.

38
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Scientific Ima ge Anal ysis A

Comparar un ROI a figuras bien conocidas (circulos, elipses)
provee informacion para caracterizar formas.

| a)

=]
=]

B
(=]

%)
[=]

5 0 5 10 15 20 25
Time (min)

ﬂ".". d}‘ '.. L
0. P .1'..

C.I .. ‘.‘t’ M
el
'..i._._“'.."*ﬂ

Fanani et al. Biochimica et Biophysica, 2010.

Cer produced (mol%a)

=]

éComo cuantificar la
evolucion temporal?

39
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Existen otro indicadores que son especialmente utiles para
comparar células.

- Compactacion
- Elongacion

- Circularidad

- Esfericidad

- Convexidad

- “Solidez”

40
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compactacion NSTITUT! |

Razon entre el area del objeto y el area de un circulo.
El radio del ciculo es la distancia promedio de c_m al borde.
Valor = 1 para un circulo, /4 para un cuadrado

47 * area

compactacion =

perimetro?

Low compactness High compactness

41
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- Razdén entre ancho vy el largo del rectangulo que contiene el
objeto.

- Diferente a los ejes principales.
- Valores >0, <1, 1 para un cuadrado

[’
g

" Ir\ /;',

- ..'
{ ‘4\(',
|

42
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Razon entre el area y el area del poligono convexo asociado.
Poligono convexo -> envoltura convexa (convex hull).
Valores >0y <1, 1 para un circulo.

A1 * area

circularidad =
AreaConvexa

Higher roundness Lower roundness

J["{;‘*"}j?&
L= ‘L‘E‘;'\*'}/
W
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Razon entre radio inscrito y circunscrito.
Valores >0y <1, 1 para un circulo.

Rinscrito

esfericidad =

Rcircunscrito

44
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o T wis e wiccn i convexidad

Razon entre perimetro convexo y del objeto.

Valores >0y <1, 1 para objeto convexo.

PETIMELT Oconvero

convexidad = :
pervmetro

iiR}{@}
w‘?g?f")

Low convexity

High convexity

BIOMEDICAL
EUROSCIENC
INSTITUTE

f;:?

45
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Razon entre area del objeto y area convexa.
Valores >0y <1, 1 para objeto convexo.

. area
solidez =
areaconve:ca,
Higher solidity Lower solidity

46
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Para las siguientes figuras, determine cual parametro compuesto
es mas adecuado para cuantificar el cambio.

.:;"."'. d}‘n“..

2 e

:o -.:.'.ho‘,‘.‘i
£ 2 ‘c |

‘mate ’1 :::..?“—.

Fanani et al. Biochimica et Biophysica, 2010.
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4. Descriptores de grupos de objetos.
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Al estudiar conjuntos de objetos (tejidos, glandulas, organos), las
relaciones entre parametros son cruciales. Por ej. En Biologia del
desarrollo.

Apical Clustering

Imagenes, gentileza de Carmen Lemus y colaboradores.

49
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Ya hemos discutido descriptores compuestos. Existen otros
indicadores que son especialmente utiles estudiar grupos de ROI
y relaciones entre ellos.

- Alineamiento

- Compactacion
- Solapamiento

50
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15t axis aligment
29 axis aligment

3rd axis aligment

Aligment with major axis (AMA)

Cada valor representa el/angulo de
alineamiento del eje de/un objeto
con respecto al eje de cada uno de
los demas objetos estudiados.

Cada valor representa el angulo de
alineamiento del primer eje de un
objeto con respecto al primer eje del
grupo de objetos.
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compactacion e

1. Mean object center
distances (MOCD)

2. Center distances

Promedio de las distancias de un objeto
al centro del objeto.

Distancia desde el centro de cada
objeto al centro del grupo de objetos

52
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solapamiento

-Solapamiento mide el porcentaje

relativo de area/volumen
compartido.

- Requiere de un modelo de caja

asociado.
-Para el modelo de volumen

permite cuantificar la superficie

compartida.

ELUROSCIENC

NSTITUTI

F

Centre Distance  Axis Alignment

R 4

'

Shared Surface Box Overlap

53



S AR Descriptores de grupos de objetos:
Scientific Image Analysis aplicacioln

Center Distance

Axis Alignment

Shared Surface

Box Overlap

BIOMEDICAL

EUROSCIENC

INSTITUTE

ia__*—\z;zs,so

1st axis aligment (%)

26

34 36 38

—n—wt

e 26,28,30
. .

26,30
P

26 28

i

32 34 36 38

26,2830

ST

26 28 ¢

N

34 36 38

—n—wt

730

f/—"!\___}za

26 28

2 34 36 38
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A. CONCURRENT FORMATION OF ROSETTES IN PARAPINEAL AND PINEAL NUCLEI

Apical Clustering
v
v~
- B
L@ # -
wi

Center Distance

Phalloidin

55
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Hemos presentado algunos descriptores de grupos.

Se basan en los descriptores simples ya estudiados.

Especialmente utilizados en biologia del desarrollo.

Suelen ser ajustados segun el problema a resolver, Ej.
entropia de ejes principales u otros.

56
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Scientific Image Analysis (
H

Para los siguientes procesos de grupo, determine graficamente
la evolucidn de la alineacidn (del eje principal y secundario),
compactacion y solapamiento en el tiempo.

Blankenship et al. 2006, Cell Development.
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ooooooooooooo Resumen

5. Topologia en computacion (skeletons).
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Para ROI binarios, hemos estudiado diferentes descriptores
pero, ¢como caracterizar complejar estructuras biologicas?

Ej. Neuronas, Reticulo endoplasmatico.

Imagen original y Segmentacién gentileza Omar Ramirez
y Jorge Toledo respectivamente.

Imagen original y segmentacion (3D),
gentileza Karina Figueroa y colaboradores. 59



ooooooooooooo Topologia:

definicion

éQué es un skeleton?

- Es unarepresentacion 1D de un
objeto (solo lineas)

- Aproximadamente equidistante
de los bordes del objeto.

- Busca retener sus propiedades
geomeétricas y topoldgicas (como
conectividad, largo, ancho, tuneles)

BIOMEDICAL
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Problema con los skeletons: no tienen una sola definicion.
Las mas aceptadas son dos:

e Eje medial y superficie medial.

e Centro de discos o bolas maximales.

- Porlo tanto, se pueden obtener diferentes skeletons a
partir del mismo objeto (especialmente con modelos 3D
discretos).

- Ademas, no siempre los skeletons obtenidos por
definicidn son buenos (dependiendo del problema) y existen
muchos algoritmos para generar skeletons

e
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2
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Locus de puntos de la figura que tienen
al menos dos puntos mas cercanos en
el borde.

e Caso 2D: eje medial.
e Caso 3D: superficie medial.

* En este caso, no se obtiene directa-
mente un skeleton, que debe ser 1D.

e Se puede utilizar como punto de
partida.
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Centro de discos NSTITUTI

Definicion de skeleton mas aceptada.

e Locus de puntos que corresponden a
centros de discos (caso 2D) o esferas
(caso 3D) maximales abiertos inscritos
en el objeto.

e Una bola dentro de un objeto es
maximal cuando no esta incluida en
ninguna otra bola del objeto.
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Existen multiples algoritmos para el
calculo de skeletons, basado en
criterios:
- Morfoldgicos
- Grafos
- Geométricos

e
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Se basan en remover iterativamente pixeles
o voxeles simples del borde de un objeto

''''''''''''' Topologia:
morfologicos

hasta alcanzar el espesor deseado (1).

Funcionan solamente en el espacio

discreto.

El resultado no esta centrado.
Sensible a ruido.

Rapido.

Disponible comunmente (imagel)

BIOMEDICAL
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ientific Image Analysis grafos IH"""L']I:

- Una funcion de distancias se define
para los puntos interiores de un objeto.

- El campo de distancias consiste en
la menor distancia desde cada punto
hasta el borde del objeto.

- Crestas de la funcion de campo:
locus de puntos que estan centrados
localmente dentro del objeto (maximos
locales).

- Multiples parametros a configurar
en nuestras pruebas.
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- Algoritmo geométrico basado enla 7=\ P
. 4 . el 4 e B ey
suavizacion y simplificacion de una ;xm}? o o=
malla geométrica. & \
- Disefado para mallas de superfice. ) 3

- Resultado centrado.
- Robusto a ruido.
- Lento de calcular (dias).

- Implementado y mejorado en
SCIAN-Lab.
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¢Queé parametros de interés se pueden calcular de un skeleton?
(un grafo en general)

- Nro de nodos (
- Nro de arcos
- Nro de tuneles

Gy~
- Largo de cada arco

- Grado de cada bifurcacion

Length [um] Ciclos/tuneles [#]

Palma et al, 2012 Ramirez et al., 2012
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Existen otro tipo de parametros, inspirados por la teoria de
grafos y complejidad:

- Complejidad de Scholl (scholl analysis)
- Camino mas corto

- Entropia

- Complejidad de Kolmogorov
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Comparacion de la exactitud de dos algorimos para calcular

skeletons en estructuras tipo arbol.
Total Length (N=10)

- -
7| x
b4 _
E i
%
A : Est. 1 : Skeleton
00 — geometrico
Real Est. 1 Bst.-2  Egt2. : Skeleton
Mode number (N=10) morfologico.
55 —
3
-
= —_—
30

Real Est. 1

Villarroelet al, 2012
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Veamos algunos ejemplos de parametros de un grafo y su
interpretracion bioldgica: un arbol dendritico.

(A) (r:"‘:.‘ (B) P L™,
Neuronl _&#°,/" Neuron?2 Sl )

(A.2) Bifurcation Angle (<) (B.2)
60 60 '&
50 50
40 I 40 I
2 30 \—\
20 20 -
0 3 l 10 - _! = o V
i 30- 50 -70_ -90_ T ° 0 2 50 0 80 1_10_ i0 30 50 70 90 110 /Al’;a ]

(A.3) Length (um) (B.3) (C.3)
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20 20 . .
: > "o
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0 — e _— 0 ey R —
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[ | Length [um]

Frecuency (n)

Palma et al, 2012
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Dibuje el skeleton de las siguientes figuras siguiendo la
definicion de discos maximos y distancia medial, équé puede
concluir?
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Es comun dividir los grafos de neuronas en las zonas apicales y
basales y calcular su largo (ver figura), suponga que el arbol
dendritico es binario (con bifurcaciones en 45°), cada arco de
largo | (de un total de n), y simétrico:

- écual sera el largo de la zona apical?
- ¢cual sera el ancho de esta zona?

10K

Ruan et al. 2006,

Neuroscience. ;
7



