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Resumen

El carcinoma de células escamosas (CCE) es una de las neoplasias malignas cutaneas mas frecuentes en
caninos, y su diagnostico se basa en la evaluacion histopatoldgica subjetiva del patélogo. El objetivo de
este estudio fue desarrollar y evaluar un pipeline computacional para el analisis cuantitativo de imagenes
histopatologicas de CCE canino, mediante procesamiento digital de imdagenes y clasificacion
automatizada de células con machine learning. Se proces6 una fotomicrografia digital de un CCE cutaneo

canino (tincion H&E) mediante umbralizacion de Otsu, filtrado morfométrico y extraccién de
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descriptores celulares (area, perimetro, excentricidad, solidez y circularidad). Se identificaron 79
regiones de interés, de las cuales 63 fueron clasificadas manualmente por un patélogo experto (33
tumorales, 30 inflamatorias). Se entrend un clasificador Random Forest (100 arboles) con divisiéon 70/30
estratificada. El modelo alcanzé una exactitud de 52,6% (F1 macro = 0,52) en el conjunto de prueba, con
la circularidad como el descriptor mas importante (importancia relativa: 0,229). Las células tumorales
presentaron mayor area (1227 + 876 px) y excentricidad (0,73 + 0,17) que las inflamatorias (1034 + 779
px; 0,69 * 0,14). Los resultados demuestran que las caracteristicas morfométricas tradicionales permiten
una diferenciacion preliminar entre poblaciones celulares, pero su poder discriminatorio es limitado, lo
que justifica la necesidad de abordajes de deep learning en estudios futuros. El pipeline implementado
constituye una herramienta accesible y reproducible para la cuantificacién objetiva en patologia

veterinaria.

Palabras clave: Carcinoma de células escamosas; Patologia digital; Machine learning; Procesamiento de

imagenes; Random Forest; Perro

Abstract

Squamous cell carcinoma (SCC) is one of the most frequent malignant cutaneous neoplasms in dogs, and
its diagnosis relies on the subjective histopathological evaluation by the pathologist. The objective of this
study was to develop and evaluate a computational pipeline for quantitative analysis of histopathological
images of canine SCC, using digital image processing and machine learning-based cell classification. A
digital photomicrograph of a canine cutaneous SCC (H&E stain) was processed using Otsu thresholding,
morphometric filtering, and extraction of cellular descriptors (area, perimeter, eccentricity, solidity, and
circularity). Seventy-nine regions of interest were identified, of which 63 were manually classified by an
expert pathologist (33 tumorous, 30 inflammatory). A Random Forest classifier (100 trees) was trained
with a 70/30 stratified split. The model achieved 52.6% accuracy (macro F1 = 0.52) in the test set, with
circularity as the mostimportant descriptor (relative importance: 0.229). Tumor cells showed larger area
(1227 + 876 px) and eccentricity (0.73 £ 0.17) than inflammatory cells (1034 + 779 px; 0.69 + 0.14). The
results demonstrate that traditional morphometric features allow preliminary differentiation between
cell populations, but their discriminatory power is limited, warranting deep learning approaches in
future studies. The implemented pipeline constitutes an accessible and reproducible tool for objective

quantification in veterinary pathology

Key words: Squamous cell carcinoma; Digital pathology; Machine learning; Image processing; Random

Forest; Dog

Resumo
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O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma das neoplasias malignas cutdneas mais frequentes em
cdes, e seu diagndstico baseia se na avaliacdo histopatolégica subjetiva do patologista. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e avaliar um pipeline computacional para andlise quantitativa de imagens
histopatolégicas de CCE canino, por meido do processamento digital de imagens e da classificacao
automatizada de células com machine learning. Processou-se uma fotomicrografia digital de um CCE
cutaneo canino (coloracdo H&E) por meio de limiariza¢do de Otsu, filtragem morfométrica e extracdo de
descritores celulares (4drea, perimetro, excentricidade, solidez e circularidade). Identificaram-se 79
regioes de interesse, das quais 63 foram classificadas manualmente por um patologista experiente (33
tumorais, 30 inflamatorias). Treinou-se um classificador Random Forest (100 arvores) com divisdo 70/30
estratificada. O modelo alcangou uma acuracia de 52,6% (F1 macro = 0,52) no conjunto de teste, sendo a
circularidade o descritor mais importante (importancia relativa: 0,229). As células tumorais
apresentaram maior area (1227 + 876 px) e excentricidade (0,73 + 0,17) do que as inflamatérias (1034
+ 779 px; 0,69 £ 0,14). Os resultados demonstram que as caracteristicas morfométricas tradicionais
permitem uma diferenciacdo preliminar entre populacoes celulares, mas seu poder discriminatoério é
limitado, o que justifica a necessidade de abordagens de deep learning em estudos futuros. O pipeline
implementado constitui uma ferramenta acessivel e reprodutivel para a quantificacio objetiva em

patologia veterinaria.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, Patologia digital, Machine learning, Processamento de

imagens, Random Forest, Cao

Introduccion

El carcinoma de células escamosas (CCE) es una neoplasia maligna de origen epitelial que afecta la piel y
mucosas de los caninos, siendo uno de los tumores cutdneos mas frecuentes en esta especie (1.2),
Histopatolégicamente, el CCE se caracteriza por la presencia de trabéculas e islas de células epiteliales
neoplasicas que invaden el tejido conectivo subyacente, con diferentes grados de queratinizacién, atipia
celular y actividad mitética 3. El grado histologico del tumor, que incluye la evaluacion del indice
mitotico, la diferenciacion celular y la invasion tisular, constituye un factor prondstico fundamental para

la decision terapéutica (4.

Tradicionalmente, el diagndstico y la gradacion del CCE canino se basan en la evaluacion subjetiva del
patélogo mediante microscopia éptica. Si bien esta aproximacion es el estdndar de referencia, presenta
limitaciones importantes: la variabilidad inter-observador puede afectar la reproducibilidad del
diagnostico, y la cuantificacién manual de parametros como el conteo de figuras mitéticas o la proporcion

de células tumorales versus estromales es laboriosa y susceptible a sesgos (5). La patologia digital, que
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combina la adquisicién de imagenes histolégicas con herramientas computacionales de andlisis, ha
emergido como una alternativa para estandarizar y objetivizar la evaluacién cuantitativa de muestras

tumorales ().

El procesamiento digital de imagenes aplicado a la histopatologia veterinaria abarca un conjunto de
técnicas que permiten segmentar, medir y clasificar estructuras celulares a partir de fotomicrografias
digitales. Entre las herramientas mas utilizadas se encuentran la umbralizacién de Otsu para la
separacién de regiones de interés, el andlisis morfométrico para la extracciéon de descriptores
cuantitativos (area, perimetro, excentricidad, circularidad) y los algoritmos de agrupamiento como K-
means para la segmentacion no supervisada del tejido (©). Adicionalmente, los métodos de aprendizaje
automatico (machine learning), en particular los clasificadores de tipo Random Forest, han demostrado

ser efectivos para la clasificacién automatizada de tipos celulares en imagenes histolégicas ().

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y evaluar un pipeline computacional accesible y
reproducible para el andlisis cuantitativo de imagenes histopatolégicas de un CCE canino, integrando
técnicas de procesamiento digital de imagenes (Otsu, filtrado morfométrico) con un clasificador de
machine learning (Random Forest) para la diferenciaciéon automatizada entre células tumorales e

inflamatorias.

Materiales y métodos

Muestra y adquisiciéon de imagen

Se utilizé una fotomicrografia digital de un caso de CCE cutaneo canino, obtenida a partir de un corte
histolégico tefiido con hematoxilina y eosina (H&E). La muestra correspondié a una lesidon cutanea
ulcerada de un canino atendido en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). La imagen fue capturada mediante una cAmara digital acoplada

al ocular de un microscopio 6ptico y almacenada en formato PNG para su procesamiento.

Pipeline computacional

El andlisis computacional se implementd en lenguaje Python utilizando las bibliotecas scikit-image ®)
para el procesamiento de imagenes y scikit-learn (9) para el modelado de machine learning. El pipeline

consto de las siguientes etapas:

1. Preprocesamiento: La imagen original fue convertida de espacio de color RGB a escala de grises de 8

bits para simplificar el analisis morfométrico.
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2. Segmentacion por umbralizacién de Otsu: Se aplico el método de Otsu (6) para calcular
automaticamente un umbral dptimo que minimiza la varianza intra-clase, generando una imagen binaria

que separa las estructuras celulares (primer plano) del fondo.

3. Etiquetado y filtrado de componentes conectados: Sobre la imagen binaria se aplic6 un algoritmo de
etiquetado de componentes conectados para identificar regiones individuales. Se filtraron los objetos por
area, descartando aquellos menores a 100 pixeles (considerados ruidos) y mayores a 4000 pixeles

(agregados celulares no informativos), resultando en 79 regiones de interés (ROI) candidatas.

4. Extraccion de caracteristicas morfométricas: Para cada ROI se extrajo un vector de cinco descriptores
cuantitativos: area (nimero de pixeles), perimetro (longitud del contorno), excentricidad (grado de
elongacion, 0 = circular, 1 = lineal), solidez (proporciéon de pixeles en la envolvente convexa) y

circularidad (4w x 4rea / perimetro?, donde 1 = circulo perfecto).

Clasificacion manual experta

Las 79 ROI fueron extraidas como imagenes individuales y presentadas a un patdélogo veterinario
diplomado (AVC) para su clasificacién manual en dos categorias: célula tumoral y célula inflamatoria.
Dieciséis ROI fueron descartadas por ambigiiedad, resultando en un conjunto final de 63 muestras

etiquetadas (33 tumorales, 30 inflamatorias).

Entrenamiento del clasificador

Se entrend un clasificador Random Forest (7) con 100 arboles de decision, utilizando la implementacion
de scikit-learn. El conjunto de datos fue dividido en 70% para entrenamiento (44 muestras) y 30% para
prueba (19 muestras), manteniendo la proporcidn de clases mediante muestreo estratificado. Se evalu6
el rendimiento del modelo mediante métricas de exactitud, precision, exhaustividad (recall) y puntuacion
F1, asi como la matriz de confusién. Adicionalmente, se calculé la importancia relativa de cada descriptor

morfométrico.

Analisis histopatolégico complementario

La evaluacion histopatolégica del caso incluy6 la descripcién morfolégica cualitativa de la lesidn,
identificando caracteristicas arquitecturales y citologicas del CCE: disposicidon en trabéculas e islas,
centros de queratinizacion, atipia celular (anisocariosis), figuras mitéticas e infiltrado inflamatorio

asociado.

Resultados

Hallazgos histopatolégicos
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La evaluacion microscdpica reveld un area hipercelular no encapsulada y mal delimitada, compuesta por
células epiteliales neoplasicas que formaban trabéculas e islas con centros de queratina, rodeadas por un
estroma fibroconectivo abundante. Las células tumorales presentaron bordes bien definidos, citoplasma
eosinofilico denso, nicleo redondo con cromatina periférica, anisocariosis moderada y nucléolo evidente.
Se identificaron 8 figuras mitéticas en 10 campos de 40x, confirmando proliferacién celular anormal. El

infiltrado inflamatorio fue abundante, incluyendo neutréfilos degenerados, histiocitos y linfocitos.

Segmentacion y deteccion de objetos

La umbralizaciéon de Otsu generd una separacion efectiva entre las regiones celulares y el fondo. El
etiquetado de componentes conectados identificé un total de 79 objetos candidatos tras el filtrado por
area (100-4000 pixeles). El histograma de distribucion de dreas mostré una concentracion de objetos en

el rango de 500-1500 pixeles, correspondiente predominantemente a nicleos celulares individuales.

Caracteristicas morfométricas por clase

El analisis comparativo de los descriptores morfométricos entre células tumorales e inflamatorias se
presenta en la Tabla 1. Las células tumorales exhibieron mayor area promedio (1227 + 876 px) y
excentricidad (0,73 + 0,17) en comparacién con las células inflamatorias (1034 + 779 px; excentricidad
0,69 £ 0,14). La circularidad y solidez mostraron valores similares entre ambas clases, con una marcada

irregularidad morfolégica general (circularidad promedio < 0,20 en ambos grupos).

Tabla 1. Descriptores morfométricos (media + desviacién estdndar) para células tumorales e inflamatorias

del CCE canino.

Descriptor Tumoral (n=33) Inflamatoria (n=30) Diferencia
Area (px) 1227,24 + 876,40 1033,87 + 778,51 +18,7%
Perimetro (px) 355,12 £ 253,48 307,03 £ 134,20 +15,7%
Excentricidad 0,73+0,17 0,69 + 0,14 +5,8%
Solidez 0,65+ 0,08 0,63 £0,07 +3,2%
Circularidad 0,17 + 0,09 0,16 + 0,08 +6,3%

Rendimiento del clasificador Random Forest

El modelo Random Forest alcanz6 una exactitud de 52,6% en el conjunto de prueba (19 muestras). El
desempefio por clase se detalla en la Tabla 2. La clase inflamatoria presenté mayor exhaustividad (recall
= 0,67) que la tumoral (recall = 0,40), mientras que la precision fue ligeramente superior para la clase

tumoral (0,57 vs 0,50).

Tabla 2. Rendimiento del clasificador Random Forest en el conjunto de prueba (n=19).
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Clase Precision Exhaustividad F1-score Soporte (n)
Inflamatoria 0,50 0,67 0,57 9
Tumoral 0,57 0,40 0,47 10
Promedio macro 0,54 0,53 0,52 19

La matriz de confusion revel6 que, de 9 células inflamatorias, 6 fueron clasificadas correctamente y 3
fueron falsamente clasificadas como tumorales. De 10 células tumorales, solo 4 fueron clasificadas

correctamente, mientras que 6 fueron falsamente etiquetadas como inflamatorias.

Importancia de descriptores

El andlisis de importancia de caracteristicas del Random Forest mostr6 que todos los descriptores
contribuyeron de manera relativamente uniforme, con la circularidad como el mas relevante (0,229),

seguida de la excentricidad (0,203), el area (0,200), 1a solidez (0,185) y el perimetro (0,183).

Discusion

Este estudio presenta un pipeline computacional para el andlisis cuantitativo de imagenes
histopatolégicas de carcinoma de células escamosas canino, integrando procesamiento digital de
imagenes con un clasificador de machine learning. Los hallazgos histopatoldgicos del caso son
consistentes con la literatura para CCE cutaneos caninos, incluyendo la formacién de trabéculas e islas
con centros de queratina, atipia celular moderada y presencia de figuras mitoticas (134). El indice mitotico
de 8 figuras en 10 campos de 40x sugiere un grado histolégico intermedio, acorde con los criterios de

gradacion establecidos para tumores epiteliales en veterinaria (4.

La umbralizacién de Otsu demostro ser efectiva para la segmentacion inicial de estructuras celulares en
la imagen H&E, confirmando hallazgos previos sobre su utilidad en patologia digital veterinaria (6.10). El
filtrado morfométrico por area (100-4000 pixeles) permitié descartar artefactos y agregados, aislando
79 regiones de interés correspondientes a estructuras celulares individuales. Este enfoque de filtrado por
area es consistente con metodologias empleadas en estudios de citometria digital de imagen en oncologia

veterinaria (11,

El andlisis morfométrico reveld diferencias cuantitativas entre células tumorales e inflamatorias. Las
células tumorales presentaron mayor area y excentricidad, lo que se correlaciona con las caracteristicas
citoldgicas descritas para células epiteliales neoplasicas: nicleos agrandados, pleomorfismo y elongacion

celular 312), Sin embargo, la baja circularidad promedio en ambos grupos (<0,20) indica un alto grado de

ivo de un carcinoma de células escamosas canino mediante proc i digital de ima y clasificacién automatizada con

7 PR, 16gico y c

machine learning

Villanueva-Castillo, A; Moreno-Mejia, RS; Mancilla-Simbro, C; Castro-Bautista, BL; Ferndndez-Meneses, EC; Zambrano-Gonzdlez, MA; Rodriguez-Andrade, F; Cruz-Avifia, JR;
Hinojosa-Moya, JJ; Lucio-Castillo, H; Pastelin-Rojas, CF; Ramirez-Mata, A



irregularidad morfolégica, atribuible tanto a la atipia tumoral como a la heterogeneidad del infiltrado

inflamatorio (neutroéfilos, histiocitos, linfocitos).

El rendimiento del clasificador Random Forest (exactitud de 52,6%) fue modesto, apenas superior al azar
(50% para una clasificacion binaria balanceada). Este resultado sugiere que las cinco caracteristicas
morfométricas tradicionales empleadas (drea, perimetro, excentricidad, solidez, circularidad) no
capturan adecuadamente las diferencias morfoldgicas entre células tumorales e inflamatorias. Varios
factores pueden explicar esta limitacién: (i) el tamafio reducido del conjunto de datos (63 muestras),
insuficiente para capturar la variabilidad biolégica de las poblaciones celulares; (ii) la presencia de
células inflamatorias de maultiples tipos (neutroéfilos, histiocitos, linfocitos) con caracteristicas
morfométricas heterogéneas; y (iii) la falta de descriptores texturales y de intensidad que podrian
diferenciar mejor las células tumorales (citoplasma eosinofilico denso, cromatina periférica) de las

inflamatorias.

Estudios previos en patologia computacional humana han demostrado que los descriptores
morfométricos basicos pueden alcanzar precisiones superiores al 80% cuando se utilizan conjuntos de
datos grandes (>500 células) y se incorporan descriptores texturales como los matrices de co-ocurrencia
de niveles de gris (GLCM) o transformadas wavelets (513). En el campo veterinario, la aplicacion de deep
learning, particularmente redes neuronales convolucionales (CNN), ha demostrado precisiones
superiores al 90% en la clasificacion de tipos tumorales a partir de imagenes histologicas completas (14.15),
Sin embargo, estos enfoques requieren grandes conjuntos de datos anotados y recursos computacionales

significativos, lo que limita su accesibilidad en entornos de investigacidn con recursos limitados.

A pesar de surendimiento limitado, el pipeline desarrollado en este estudio tiene valor como herramienta
exploratoria y pedagégica. Su implementacién en Python con bibliotecas de c6digo abierto (scikit-image,
scikit-learn) garantiza su reproducibilidad y accesibilidad, sin requerir licencias comerciales de software.
El enfoque modular del pipeline permite su extension futura mediante la incorporacién de descriptores
adicionales (GLCM, caracteristicas de color, descriptores de forma de contorno) y la evaluacién de otros

algoritmos de clasificacidn.

Entre las limitaciones de este estudio destacan: (i) el uso de una sola imagen histoldgica, lo que limita la
generalizacion de los resultados; (ii) el tamafio reducido del conjunto de datos de entrenamiento; (iii) la
clasificaciéon binaria (tumoral/inflamatoria) que no contempla la heterogeneidad del infiltrado
inflamatorio; y (iv) la ausencia de validacién cruzada o técnicas de aumento de datos. Estudios futuros
deberan incorporar multiples casos, descriptores texturales y de color, asi como abordajes de deep

learning para mejorar el rendimiento de la clasificacién.
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Conclusiones

Se desarrollé un pipeline computacional accesible y reproducible para el andlisis cuantitativo de
imagenes histopatoldgicas de carcinoma de células escamosas canino. La umbralizaciéon de Otsu y el
filtrado morfométrico permitieron la identificacion de 79 regiones de interés celulares. El clasificador
Random Forest, basado en cinco descriptores morfométricos, alcanzé una exactitud de 52,6% en la
diferenciacion entre células tumorales e inflamatorias, demostrando que las caracteristicas
morfométricas tradicionales permiten una diferenciacién preliminar pero insuficiente para aplicaciones
diagnésticas. La circularidad fue el descriptor mas informativo para la clasificacién. Los resultados
evidencian la necesidad de incorporar descriptores adicionales (texturales, de color) y abordajes de deep
learning en estudios futuros para mejorar el rendimiento de la clasificaciéon automatizada en patologia

veterinaria oncolégica.
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