Analisis de secuencias de imagenes de cultivos celulares
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Resumen

El retinoblastoma es un tumor ocular frecuente en la infancia. En el Hospital Prof. J.P. Garra
han, se utilizan actualmente un nimero de farmacos que se administran por distintas vias
segun el criterio del oftalmdlogo y del oncdlogo.

El topotecan es un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de este tumor. La prin
cipal ventaja del topotecan es que puede cuantificarse su penetracion en la célula a través de
la fluorescencia emitida por el mismo, por excitacion de un laser. Debido a esta fluorescencia,
el topotecan aparece en color gris claro en las imagenes de microscopio. Este trabajo esta
dedicado al estudio y aplicacion de técnicas de andlisis y procesamiento de secuencias de
imagenes, combinadas con modelos estadisticos, con el objeto de determinar y predecir el
tiempo de penetracion del topotecan en cimulos tumorales (conjunto de células tumorales).
Evaluando la influencia del tamafio de los cimulos y si el individuo ha sido tratado
previamente con quimioterapia. Los experimentos se realizan con imagenes de microscopio
tomadas sobre cultivos celulares de tejidos tumorales, inyectados con topotecan
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Abstract

Retinoblastoma is a frequent ocular tumor in childhood. In the Hospital Prof. J.P. Garrahan,
are currently used several drugs in different ways of administration according to ophthalmo
logist and the oncologist criteria. Topotecan is a widely used drug in this tumor treatment.
The main advantage of topotecan is that its penetration into the cell can be quantified
through the fluorescence emitted by it, when excited by a laser. Due to its fluorescence,
topotecan appears light gray in the microscope images. This work is devoted to determine
and predict the penetration time of topotecan in tumor clusters, by the study and application
of image processing techniques on sequences of images, combined with statistical models.
The influence of the size of the clusters and if the individual has been previously treated with
chemotherapy are assessed. The experiments are performed with microscope images taken
on cell cultures of tumor tissues, injected with topotecan.

KEYWORDS: IMAGES SEQUENCES ANALYSYS - TOPOTECAN - PENETRATION TIME - COM
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Introduccion

El retinoblastoma es el tumor ocular mas fre
cuente en la infancia y se presenta con la apa
ricion de células malignas en la retina del ojo.
En Argentina, se detectan 45 nuevos casos por
ano, y el 80% son derivados para su atencion
en el Hospital Prof. Dr. Juan Pedro Garrahan,
de la Ciudad de Buenos Aires, donde el indice
actual de curacion es superior al 98%.

La tasa de incidencia de esta afeccién oncold
gica en nuestro pais es similar a la observada
en otros, aunque en paises desarrollados se
logra una deteccion mas temprana. La detec
cion precoz esta altamente relacionada con la
sobrevida del paciente, por tratar el tumor en
estados menos avanzados.

A nivel mundial, aproximadamente el 60% de
los casos de retinoblastoma se presentan en
forma unilateral (un solo 0jo) mientras que el
40% restante lo hace comprometiendo ambos
ojos. En la enfermedad unilateral, la edad me

dia de aparicién en los nifios es de dos afios de
edad, mientras que en la bilateral es de 1 afno.

Entre sus sintomas, se encuentra que en la
pupila del ojo se observa un reflejo blanqueci
no, conocido como leucocoria, cuando se ex
pone a la luz, un hecho que puede detectarse
en las fotos tomadas con cdmaras digitales.

Este tumor crece en la retina y luego, por des
prendimiento del mismo, se forman las siem
bras vitreas que son tumores que flotan en el
humor vitreo del ojo del paciente. Dichas siem
bras son de dificil tratamiento dada la dificultad
del acceso de la quimioterapia por carecer de
vasos sanguineos. Es por ello, que su
presencia es fundamental para decidir el
tratamiento a seguir.

Para su tratamiento, en el Hospital Garrahan,
se utilizan actualmente un nimero reducido de
farmacos que se administran por distintas vias
segun el criterio del oftalmdlogo y del oncolo
go tratantes, incluyendo: via sistémica (infu
sidn endovenosa), intravitrea e intra-arterial.
Cada via de administracion tiene sus ventajas
y desventajas y la administracién de una u otra
depende del criterio médico. Las vias de ad
ministracién local como son la intravitrea y la

intra-arterial presentan la ventaja de exposicion
local del farmaco en el tumor y no a nivel sis
témico, reduciendo la aparicién de eventos ad
versos serios tales como mielosupresion severa
(Schaiquevich, et al., 2013).

Este trabajo esta focalizado en técnicas de ana
lisis y procesamiento de secuencias de image
nes combinadas con analisis estadistico, con el
objeto de determinar el tiempo de penetracion
del topotecan en cimulos tumorales (conjunto
de células tumorales). El topotecan es un far
maco ampliamente utilizado en el tratamiento
de retinoblastoma. El experimento consiste en
los siguientes pasos: se obtienen dos cultivos
celulares primarios a partir del tumor intraocular
de dos pacientes, los cuales fueron enucleados
dado el avance de la enfermedad.

Luego de la firma del consentimiento informado
(Protocolo #904, Hospital de Pediatria J. P. Ga
rrahan), una vez finalizada la enucleacion por el
oftalmdlogo, éste toma muestras de tumor, las
cuales se colocan en medio de cultivos defini
dos para cultivos celulares primarios. Una vez
establecidos los cultivos y caracterizados segln
la morfologia y marcadores celulares de la reti
na, se los utiliza para estudiar la velocidad de
penetracion del farmaco. La principal ventaja de
haber elegido el topotecan es que puede cuanti
ficarse su penetracion a través de la fluorescen
cia emitida por el mismo por excitacién de un
laser. El microscopio utilizado es Olympus Fluo
view FV1000 confocal laser scanning micros
cope (Olympus, Tokyio, Japan) with imaging
software (Olympus Fluoview FV10-ASW v1.7c)
and equipped with a UPlanSApo 20X/0.75 NA
objective.

Los cultivos celulares estudiados pertenecen a
dos pacientes:

e Individuo 1: el paciente fue enucleado en
primera linea de tratamiento sin haber recibido
quimioterapia previamente.

» Individuo 2: el paciente habia recibido qui
mioterapia previamente a la enucleacion del ojo
afectado.

Estos cultivos celulares a los que nos referire
mos en lo sucesivo como neuroesferas se clasi
fican, segln su visualizacién, en tres tamafios:
pequefas, medianas y grandes.



D. Chan et al. - Andlisis de secuencias de imagenes... Proyecciones, vol.17 n°. 1, Abril de 2019 59

(a) Tiempsa 0

(b} Tiempao |

(ch Themipa 2

(] Tiempo 3

() Tiempao 4

{f} Tiempo 5

(2] Tiempo &

th) Tiemp 7

(1) Tiempo %

{1} Teermpa 10

(k) Teempo 12

(0 Thempe 13

Fig. 1. Ejemplo de una secuencia de imagenes de microscopia tomadas cada 30
segun dos, correspondientes al Individuo 1 y tamaiio grande

El experimento consiste en tomar secuencias
de imagenes de microscopio de cada una de
las neuroesferas, a las que se ha inyectado 1
mi crolitro de una solucién 10 pg/ml de
topotecan. Se desea estudiar el tiempo de
penetracion de la droga sobre la neuroesfera
segun la fluores cencia.

La droga se inyecta en el preparado y se ob
serva en las fotos de microscopio en color gris
claro. Luego se sacan fotos equiespaciadas en
el tiempo de la evolucién de la droga, hasta
que el experto no observa modificaciones en
las imagenes.

La Figura 1 muestra un ejemplo de estas image
nes donde, segun el experto, la droga tardo6 7,5
minutos en penetrar completamente. Las ima
genes originales fueron recortadas para realizar
el procesamiento de forma mas eficiente.

Los objetivos de este trabajo son:
1. Estimar el tiempo que tarda el topotecan en

penetrar en la neuroesfera mediante el analisis
de secuencias de imagenes, por fluorescencia

del farmaco, y visualizacion por utilizacién de
microscopia confocal, en neuresferas derivadas
de tumor de pacientes con retinoblastoma. Se
considera que el topotecan penetra la célula
cuando se visualiza en la imagen de color gris
claro. Se considera que la droga penetrd en el
centro de la neuroesfera cuando ésta tiene un
color gris homogéneo en la region central.

2. Comparar la velocidad de penetracion del
topotecan entre los dos tipos de neuroesferas
(seguin la procedencia).

3. Comparar la velocidad de penetracion del to
potecan entre tamafios de neuroesferas deriva
das del mismo tumor.

Interpretacion de la secuencia de image
nes

En esta seccion se describen los métodos de
analisis de imagenes utilizados para la interpre
tacion de la secuencia de imagenes obtenidas
con microscopio.

a. Preprocesamiento

Las imagenes de microscopia poseen ruido ge-
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nerado por el método con el cual se realiza el
experimento Haider, el cual se observa en la
Figura 1 en forma de granulado. El ruido con
funde a los métodos automaticos de analisis de
imagenes y es necesario eliminarlo antes de
comenzar el analisis. Se aplica un método de
eliminacion de ruido con preservacion de bor
des llamado método de Difusidon Anisotrdpica
(Perona & Malik, 1990). La Figura 2 muestra el
resultado de aplicar el método a las imagenes
de la Figura 1.

b. Clasificacién de la imagen completa

Luego de aplicar el suavizado se procede a la
umbralizacion de las imagenes por el método
de Otzu, dividiendo la escena en 2, 3 y 4 clases
como muestran las Figuras 3, 4 y 5, respectiva
mente. En el articulo (Sezgin & Sankur, 2004),
se realiza un andlisis detallado de los métodos
de umbralizacién multinivel.

Puede observarse que hay un cambio de ilumi
nacion en las imagenes que afecta el coloreo.
Ademas, en la Figura 5 se aprecia que en las
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Fig. 2. Resultado de aplicar el método de Fig. 3. Segmentacion en dos clases utili
Difusion Anisotropica a las imagenes de zando el método de Otzu
la Figura1l

Ultimas tres imagenes, la diferencia de colores
dentro de la neuroesfera resulta minima. De
esta forma, observamos que la diferencia de
color en la secuencia de imagenes estaba con
dicionada por los niveles de gris que estan
fuera de la neuroesfera y por lo tanto no
podemos realizar un modelo apropiado de
inferencia que nos permita decidir si el
topotocan penetrd en la célula. Por esta razon,
realizamos la clasifica

cion utilizando solamente los pixeles dentro de
la neuroesfera.

Clasificacion de los pixeles dentro de la
neuroesfera

En el estudio realizado en la seccién b. se
realiza el andlisis de cada imagen por
separado, pero la idea de este trabajo es
realizar el andlisis en toda la secuencia.
Ademas, los niveles de gris de los pixeles que
no pertenecen al interior de la célula, afectan
la clasificacion de los pixeles que estan dentro
de la neuroesfera, llevando a conclusiones
erroneas. Para eso, estimamos el contorno de




la neuroesfera en la primera ima

gen de la secuencia, utilizando el algoritmo de
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Contornos Activos, presentado en (Shi & Karl,
2008). Este método, recibe como dato de en
trada, el nivel de gris del objeto del cual se de
sea encontrar el contorno y devuelve una lista
de pixeles pertenecientes al contorno del obje
to de interés. Posee mdltiples ventajas frente a
otros métodos de contornos activos porque no
resuelve numéricamente ecuaciones diferencia
les, sino que el contorno se encuentra por el
intercambio entre dos listas de pixeles vecinos,
ahorrando significativamente costo computa
cional. Este método es tan eficiente que puede
utilizarse en aplicaciones que requieran tiempo
real. Las Figuras 6(a), 7(a) y 8(a) muestran el
contorno estimado para las neuresferas gran
des del Individuo 1. Luego calculamos el
umbral para segmentar en dos regiones dentro
de la neuroesfera y utilizamos el mismo
contorno y el mismo umbral para analizar toda
la secuencia. Los resultados se presentan a
continuacién. Las Figuras 6, 7 y 8 muestran los
resultados de la

o W
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segmentacion durante la evolucion de las neu
roesferas N1, N2 y N3, respectivamente de ta
mafo grande para el Individuo 1. Las Tablas 1,
2 y 3 muestran los resultados obtenidos: el por
centaje de pixeles negros en cada instante, el
valor minimo, el maximo vy la diferencia. Recor
damos que los pixeles negros indican que el to
pocotecan no penetrd en la célula y por lo
tanto un porcentaje alto de pixeles negros
dentro del objeto significa que el topotecann
no penetrd en la neuroesfera. En los tres
ejemplos anteriores, observamos que en la
ultima imagen de la se cuencia el porcentaje de
pixeles negros es 0 y por lo tanto se considera
que el farmaco penetré completamente en la
célula.

La Figura 9 muestra los resultados para las neu
rosferas grandes del Individuo 2. La Tabla 4
muestra los resultados obtenidos. En este caso
se observa que el topotecan no llega a penetrar
el centro de la neuroesfera.
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Fig. 4. Segmentacion en 3 clases utilizando el método de Otzu multinivel
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Fig. 5. Segmentacion en 4 clases utilizando el método de Otzu multinivel
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Fig. 6. Segmentacion de la Neuroesfera 1, tamaiio grande, Individuo 1. Cantidad de
Pixeles tomados en cuenta: 123577
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Tabla 1. Resultados Individuo 1 neuroesfera grande N1

Foto | % Pixeles negros | Min, | Max. | IDif.
1 0.947555 0 3
2 0,871521 0 5 5
3 0,682133 0 9
4 0,399694 0 16 | 16
5 0,134062 0 26 | 26
6 0,005365 0 37 | 37
7 0 I 51 | 50
8 0 2 67 | 65
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Fig. 7. Segmentacion del interior de la neuroesfera tamaiio grande, N2, Individuo 1.
Cantidad de Pixeles: 217371
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Tabla 2. Resultados Individuo 1 neuroesfera grande N2

Foto | % Pixeles negros Min. |Max. | Dif.
1 0,702748 1 52 51
2 0,440735 2 99 97
3 0,272483 3 | 126 | 123
4 0,145585 6 | 146 | 140
5 0,064323 g | 170 | 162
6 0,026347 10 | 192 | 182
7 0,009638 11 | 205 | 194
8 0,001560 12 | 215 | 203
9 0,000000 15 | 229 | 214
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Fig. 8. Segmentacion del interior de la neuroesfera tamafio grande, N3, Individuo
1. Cantidad de Pixeles: 255116
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Tabla 3. Resultados Individuo 1 neuroesfera grande N3

Foto| % Pixeles negros | Min. | Max. | Dif.
1 0,586964 0 | 254 (254
2 0,325001 15 | 255 | 240
3 0,177907 29 | 255 |226
4 0,088720 43 | 255 |212
3 0,043043 57 | 255 | 198
b 0,028391 60 | 255 | 195
7 0,035176 49 | 255 |206
8 0,000843 90 | 255 | 165
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Fig. 9. Segmentacion de la Neuroesfera 1, tamaiio grande, Individuo 2. Cantidad de
Pixeles tomados en cuenta: 213825
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Tabla 4. Resultados Individuo 2 neuroesfera grande N1




Foto| % Pixeles negros | Min. |Max. |Dif.
1 0,663921 5 97 | 92
2 0,396296 7 131 [124
3 0,269707 9 177 [ 168
4 0,192723 10 | 205 | 195
5 0,150282 11 | 218 |207
] 0,116067 14 | 226 |212
7 0,099778 13 | 227 |214
8 0,084550 14 | 227 |213
9 0,079733 16 | 236 |220
10 0,075361 15 | 236 | 221
11 0,065918 16 | 235|219
12 0,059680 16 | 230 |214
13 0,055106 18 | 225 |207
14 0,054161 18 | 215 | 197
15 0,053385 17 | 214 197
16 0,047932 17 | 194 177
17 0,050307 19 | 181 | 162
18 0,0573535 17 | 163 | 146
19 0,083709 18 | 144 1126
20 0,000313 24 | 187 | 163
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Analisis estadistico bos extremos, es decir el recorrido de niveles
de gris en la secuencia de imagenes.

Para cada una de las secuencias de fotos de

las neuroesferas, se establece un umbral. Uti Este criterio fue establecido, luego de observar

lizando este valor como referencia se registra  que a medida que el quimioterapico ingresa a

para cada foto de la secuencia el porcentaje las neuroesferas, el porcentaje de negros dis

de pixeles negros, un tono de gris maximo, un  minuye progresivamente.

tono de gris minimo vy la diferencia entre am
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Considerando como variable respuesta el por
centaje de negros de la imagen, se ensayaron
diversos modelos lineales y no lineales de es
timacion y prediccidn, evaluando el grado de
ajuste asi como el comportamiento de los resi
duos (Pinheiro, et al. 2012).

En la Figura 10 se aprecia la evolucion del por
centaje de pixeles negros después de la um
bralizacion, para cada imagen de la secuencia
de las neuroesferas grandes para ambos indi
viduos.

En la Figura 11 se aprecia la evolucion del por
centaje de pixeles negros después de la umbra
lizacién, para cada imagen de la secuencia de
las neuroesferas medianas para ambos indivi
duos.

En la Figura 12 se aprecia la evolucion del por
centaje de pixeles negros después de la um

pOrG, NEgos

L 1

.
Wl e B 280 ma &

bralizacion, para cada imagen de la secuencia
de imagenes de las neuroesferas pequenas para
ambos individuos.

En la Figura 12 se aprecia que en algunos casos
no penetro la droga. Excluimos esos datos para
estimar la velocidad de penetracién delmodelo.

Modelos por tamaio

Para cada uno de los tamafos considerados, se
ajustan modelos lineales con efectos mixtos, a
fin de estimar el porcentaje de pixeles negros
en funcion del tiempo, por tamafio de neu
roesfera. Luego se establece un valor porcen
tual Vp de pixeles negros, a partir del cual se
considera que toda la neuroesfera ha recibido

el topotecan y se estiman los tiempos de al
cance de este valor, en cada uno de los casos.

Indiv

timmpa
Fig. 10. Evolucion del porcentaje de pixeles negros en secuencia de imagenes de

neuroesferas grandes
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Fig. 11. Evolucion del porcentaje de pixeles negros en secuencia de imagenes de
neuroesferas medianas

v
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Fig. 12. Evolucion del porcentaje de pixeles negros en secuencia de imagenes de
neuroesferas pequeias

D. Chan et al. - Anélisis de secuencias de imagenes... Proyecciones, vol.17 n°. 1, Abril de 2019 69



A

Fig. 13. Neuroesferas grandes, datos agrupados

Fig. 14. Estructura de los residuos del modelo para neuroesferas grandes
modificaciones en la imagen.
Cuanto menor es el valor de  Por lo tanto, es posible que en
Vp, mayor es la penetracién alguna secuencia no ,
del topotecan. El investigador l0s individuos, en funcién del Siendo:
ex perto en farmacologia tiempo.
interrumpe la toma de fotos
de una secuencia cuando no
detecta vi sualmente (1)
feras grandes disponibles, para cada uno de
e porcentaje de negro de la k-ésima neuroes

se alcance el valor objetivo Vp. fera de la j-ésima imagen correspondiente al i
ésimo individuo.

Neuroesferas grandes » tiempo desde el inicio en que se registro la
imagen.

La Figura 13 muestra la evolucion del valor » efecto aleatorio de la k-ésima Neuroesfera

medio del porcentaje de negros durante la se del i-ésimo individuo.

cuencia de imagenes para todas las neuroes e Los individuos son dos, 1 <i <2
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Fig. 15. Neuroesferas medianas: datos agrupados

e La cantidad de neuroesferas depende del
individuo y de la secuencia, podemos indicar 1
< k < n(k(i))

e Los efectos fijos se indican con letras griegas
y los aleatorios con letras latinas.

Los valores estimados de los coeficientes para
los efectos fijos del modelo de neuroesferas
( .

(2)

para el individuo 1

(3) para el
individuo 2

Todos los coeficientes correspondientes a los
efectos fijos del modelo de neuroesferas gran
des resultaron estadisticamente significativos
con un nivel del 5%.

Diagndstico del modelo

Dada la significancia de los coeficientes, co
rresponde estudiar los supuestos del modelo
para garantizar la validez de los tests y es
timaciones basados en este. A este procedi
miento que se realiza sobre los residuos del
modelo se lo denomina andlisis diagndstico
(Mun & Lindstrom, 2013).

e Test de Shapiro Wilks: p-valor = 0,08

e Test de Levene: p-valor = 0,93

Estos tests indican que se satisfacen los su
puestos de normalidad y homocedasticidad de

los residuos del modelo.

En la Figura 14 se observa la presencia de una
leve estructura sistematica en los residuos,
pero dado que predice razonablemente bien,
se decide no incorporar nuevas variables al
modelo, siguiendo un criterio de parsimonia.

Neuroesferas medianas

En la Figura 15 se aprecian los datos de todas
las neuroesferas de cada uno de los individuos
asi como el valor medio de porcentaje de ne
gros en funcion del tiempo por individuo en las
neuroesferas medianas.

La expresion del modelo propuesto para las
neuroesferas medianas es el expresado en la
ecuacion (1).

Los coeficientes para los efectos fijos estima
dos en el modelo
de neuroesferas
medianas por
individuo

resultaron:

4

para el individuo 1

(5)
para el individuo 2

Todos los efectos fijos se consideran estadis
ticamente significativos con un nivel del 5%.
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Fig. 16. Estructura de residuos del modelo para neuroesferas medianas

A

Neuroesferas pequeiias: datos agrupados

Diagndstico del modelo

e Test de Shapiro Wilks: p-valor = 0,59

e Test de Levene: p-valor = 0,61

Estos tests indican que se satisfacen los su
puestos de normalidad y homocedasticidad de
los residuos del modelo.

No se aprecia en la Figura 16 estructura siste
matica de los residuos.

Neuroesferas pequefias

En la Figura 17 se aprecian los datos de todas

Fig. 17.

las neuroesferas de cada uno de los individuos
asi como el valor medio del porcentaje de ne
gros en funcion del tiempo por individuo en
las neuroesferas pequenas.

El modelo propuesto se corresponde con el
presentado en la ecuacién (1).

Los coeficientes estimados para los efectos
fijos del modelo correspondiente a
neuroesferas pe quenas por individuo
resultaron:
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Fig. 18. Estructura de residuos del modelo para neuroesferas pequeiias

=(0,13 eTest de Levenne p valor se corresponde con las

=0,33 neuroesfe ras medianas. Esto

6) (7) logra que el coeficiente de
grande cargue con la diferencia
entre grande y mediano vy el
coeficiente pequeia cargue con

para el individuo 1

e Pequefia: vale 1 si la la diferencia entre pequefia y
neuroesfera es pequefia y 0 en mediana.
otro caso.

para el individuo 2 Diagnoéstico La expresién para el Modelo

del modelo o Esto sefiala que el nivel 0 Global propuesto es la
* Test de Shapiro Wilks p valor conjunto de ambas variables, ~siguiente:

Estos tests indican que se satisfacen
los su
puestos de normalidad y
homocedasticidad de
(8)

los residuos del modelo.

Siendo:
En la Figura 18 no se aprecia presencia de es  niveles:
tructura sistematica de los residuos.

¢ Grande: vale 1 si la neuroesfera es grande y
Modelo Global 0 en otro caso.

e es el efecto aleatorio de la neuroesfera anida
Dado que las expresiones de los modelos para  do en el individuo.
cada uno de los tamafios resultaron similares,  ® j-ésimo tiempo registrado para la k-ésima

intentamos integrar los tres modelos construi ~ neuroesfera del i-€simo individuo.
dos en un modelo global con una variable cate e efectos fijos correspondientes al tamafio de
gorica por tamano. la neuroesfera.

Los valores estimados para los coeficientes de
La variable tamario se define con los siguientes los efectos fijos del modelo global por individuo




resultaron:

para el individuo 1
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Fig. 19. Estructura de residuos del Modelo Global

Tabla 5. Tiempo estimado de penetracion del topotecan en la neuroesfera

A

Diagnéstico del modelo

¢ Test de Shapiro Wilks p valor = 0,0275
(10) resultaron estadisticamente significativos po
para el individuo 2 demos inferir que las diferencias entre los
e Test de Levenne p valor = 0,717 Los tiempos estimados para las neuroesferas pe
quefas y grandes son significativamente di
resultados de estos tests indican que se ferentes de los tiempos estimados para las
neuroesferas medianas.
Dado que todos los efectos fijos del modelo  satisfacen los supuestos de normalidad y ho
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mocedasticidad de los residuos. de los residuos, sin embargo el modelo
predice correctamente.
En la Figura 19 se aprecia una leve estructura
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Tiempos estimados

Debe destacarse sin embargo que esta limi
Establecemos un umbral en el 10% de pixe les tacion ha tenido un impacto en la precisiéon de
negros; es decir que consideramos que el las estimaciones, dada por ejemplo la im
quimioterapico ha cubierto el cultivo en el ins  posibilildad de estimar la variabilildad grupal,
tante en que a lo sumo el 10% de los pixeles  correspondiente a los grupos definidos por el
se mantienen negros. antecedente de un tratamiento previo.

Basados en este umbral estimamos el instante Las estimaciones de los tiempos de penetra

en el cual para cada modelo se puede ase cién realizadas a partir de los modelos indivi
gurar que el topotecan ingreso al centro del duales resultan en general mas precisas que
cultivo celular. las realizadas con el modelo global. La utili dad

fundamental del modelo global radica en
En la Tabla 5 se aprecian los tiempos medios que habilita la realizacion de contrastes para
por individuo y por tamafio estimados en los determinar si los tiempos de penetracién son
modelos individuales por tamafo y en el Mo distintos por tamafio de neuroesfera o entre
delo Global. individuos. Es evidente en la estimacién de
tiempos correspondientes al segundo indivi
En todos los casos los tiempos estimados son  duo, que ha recibido previamente tratamiento

similares excepto en el caso de las neuroes quimioterapico, que el tiempo de penetracion
feras medianas y grandes correspondientes al  es superior al del primer individuo indepen
segundo individuo. dientemente del tamafio del cultivo.
Conclusiones Sin embargo esta diferencia es mas notoria en

los cultivos medianos y grandes, mientras que
Si bien se han considerado diferentes varia en las neuroesferas pequefias es muy leve.

bles respuesta que podrian indicar el momen
to de penetracion del farmaco, en este trabajo  Las diferencias en los tiempos de penetracion
se selecciond al porcentaje de pixeles negros por tamafio son tales que independientemen

de la imagen. te del individuo se puede afirmar que a mayor
tamano de la neuroesfera se incrementa el

Como la secuencia ha sido definida empirica tiempo de penetracion.

mente, seria interesante establecer un algo

ritmo para la condicién de parada, como por En futuros trabajos se analizaran otras varia

ejemplo que la diferencia entre dos imagenes  bles respuesta, se compararan las estimacio

sucesivas sea en menos del 10% de los pixe nes logradas con cada uno de los modelos y

les. En este trabajo se contaba con imagenes se definird un protocolo para controlar en for
correspondientes a dos individuos, dados los ma automatica el final de la secuencia.
altos costos de generacion de la experiencia.
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