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DEFINICION DE TERMINOS MEDICOS

Angiotensina: Polipéptido que se forma por la acciébn de la renina sobre el
angiotensindgeno. Produce aumento de la presidn arterial y liberacion de aldosterona
por la zona glomerular de las suprarrenales.

Arteriola: Pequena arteria que constituye el elemento anatdmico intermedio entre las
arterias y los capilares.

Asepsia: Método de prevenir las infecciones mediante la destruccién o la evitacién
de los agentes infectivos, en especial por medios fisicos.

Autolisis: Proceso anaerdbico de degradacion de los constituyentes bioquimicos de
la célula por la accién de las propias enzimas intracelulares.

Biopsia: Extraccion de una muestra de tejido de un organismo vivo para su estudio y
analisis microscépico posterior.

Blastema: Matriz o células indiferenciadas que, al diferenciarse, forman un tejido o
un organo.

Brote: Cualquier formacion que crece a partir de otra de mayor tamano.

Capilar: Cada uno de los vasos finos que conectan las arteriolas y las vénulas,
formando una fina red en todos los tejidos del cuerpo.

Complejo de Golgi: Estructuras en forma de sacos aplanados, paralelos entre si,
donde tiene lugar la maduracién de las proteinas de la célula.

Complejo inmune: Complejo multimolecular de antigeno-anticuerpo, también
denominado inmunocomplejo, que puede ser soluble o insoluble dependiendo de su
tamario y de la unién o no de complemento.

Creatina: Compuesto nitrogenado, cristalizable y sintetizado por el organismo. Su
forma fosforilada es un almacén de fosfato rico en energia.

Creatinina: Producto final del metabolismo de la creatina. Se encuentra en los

musculos y en la sangre y se elimina por la orina
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Epitelio: Tejido de revestimiento que se encuentra en todas las superficies
corporales libres, tanto exteriores (epidermis) como interiores (mucosas y endotelio).
Eritropoyetina: Hormona que estimula la formacion de eritrocitos a partir de sus
células progenitoras. Se secreta por el rifndn.

Etiologia: Estudio de las causas de las enfermedades en un orden determinado de
efectos.

Fibrindgeno: Glucoproteina de elevado peso molecular, presente en el plasma y
esencial para la coagulacion sanguinea

Hematuria: Signo inespecifico de enfermedad, que se caracteriza por la presencia
de hematies o glébulos rojos en la orina y cuya procedencia puede ser desde el
meato urinario hasta el glomérulo

Hemostasia: Proceso encaminado a mantener la integridad del arbol vascular,
evitando y cohibiendo las hemorragias.

Idiopatia: Enfermedad de origen desconocido o espontaneo.

Leucocito: gldébulo blanco de la sangre encargado de la defensa del organismo.
Osmorregulacion: conjunto de mecanismos que mantienen la presiébn osmotica
dentro de unos limites determinados.

Parénquima: Tejido propio de un 6rgano.

Patologia: Parte de la medicina que estudia las enfermedades.

Plasma sanguineo: Parte liquida de la sangre en la cual estan suspendidos los
elementos celulares.

Polimorfonuclear: Leucocito que tiene un nacleo con varios lébulos 0 segmentos.
Puede ser neutrdéfilo, baséfilo o eosindfilo.

Proteinuria: Presencia de proteinas en la orina en cuantia superior a 150 mg en la
orina de 24 horas.

Renina: Proteasa acida altamente especifica sintetizada, almacenada y secretada en
el aparato yuxtaglomerular.

Reticulo endoplasmatico rugoso: sistema complejo de pares de membranas que
forma tdbulos y cisternas que se hallan en el citoplasma de la célula.
Retroperitonealmente: ubicacién de un 6rgano que se encuentra entre la pared

abdominal posterior y el peritoneo.
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Sindrome nefrotico: Pérdida urinaria masiva de proteinas séricas normales, en
cuantia superior a 3,5 g en 24 horas en adultos o 40 mg/hora/m? en nifios, asociado
de forma secundaria a hipoalbuminemia, edemas, hipercolesterolemia, lipiduria,
reduccion de la diuresis y sed.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

En la actualidad, los analisis patolégicos renales utilizando microscopia éptica estan
basados en la observacién directa que tiene el patélogo para realizar una evaluacion
cualitativa de las muestras microscépicas. La interpretacibn de las imagenes
observadas por el patélogo depende de su experiencia, su acercamiento con los
conocimientos tedricos y del tiempo requerido para estudiarlas. Dicha interpretaciéon
es importante para proveer informacion necesaria acerca de la situacion del paciente,
ya que identifica la presencia de alguna patologia, su magnitud, su prondstico e,
inclusive, influye sobre el tratamiento a seguir. La escogencia de un buen tratamiento
depende entonces de una interpretacion subjetiva sobre las imagenes observadas,
que puede incluso llegar a producir opiniones discordantes entre varios especialistas.

Para minimizar dicha discrepancia en el diagnéstico es posible utilizar nuevas
tecnologias, tales como el procesamiento digital de imagenes (PDI), que permite una
evaluaciéon cuantitativa y rapida basada en la determinacion objetiva de los
componentes en las imagenes microscopicas. La técnica del PDI ha despertado un
gran interés en el campo de la nefrologia debido a su gran objetividad y rapidez al
realizar mediciones de algunas caracteristicas que presenta el glomérulo, las cuales

son importantes para establecer un diagndéstico temprano de una enfermedad renal.

Las enfermedades glomerulares son la causa mas comun de insuficiencia renal
cronica terminal en todo el mundo, representa el 51% de los casos en los Estados
Unidos de América, e incluye 37.9% de los casos de glomeruloesclerosis diabética
[1, 2].
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En Colombia, la enfermedad renal constituye un problema de salud publica, en
especial la insuficiencia renal crdnica, definida en la ley 100 como enfermedad
catastréfica y de alto costo [2]. Aproximadamente el 4.5% de la poblacién colombiana
presenta alguna enfermedad renal y actualmente existen en el pais 13.000 pacientes
en programa de dialisis crénica y aproximadamente 1.500 pacientes para transplante
renal. En el Cauca, el 26% de los egresos hospitalarios de tercer nivel
correspondientes al Hospital Universitario San José son por enfermedades renales:
Glomerulopatias (13%), Insuficiencia Renal Aguda (10%), Insuficiencia Renal Cronica
(3%) [3].

La enfermedad renal es considerada de alto costo debido a que su diagndstico
requiere el manejo de instrumentacion de alta tecnologia como la microscopia
electrénica, la microscopia éptica de alta resolucion (MOAR) vy la
inmunofluorescencia [4], y su tratamiento, aun mas (hemodialisis y didlisis
peritoneal); esto sin considerar los costos de atencidn a pacientes que requieren de

transplante renal.

Aunque la primera forma de confirmar el diagndstico una enfermedad renal es
mediante el analisis de una biopsia a través del microscopio 6ptico, el tiempo de este
andlisis tarda de 30 a 45 minutos y presenta mucha subjetividad por parte del
especialista, lo cual no sucede con la microscopia electrénica, pero es una forma de
diagnostico mucho mas econémica para los pacientes que, generalmente, son de

bajos recursos econdmicos.

El desarrollo de la Nefropatologia en los ultimos 20 afos ha sido vertiginoso,
especialmente en lo referente a los trastornos glomerulares. En este periodo se
consolidé la expresion de glomerulopatias para incluir las enfermedades con signos
morfol6égicos inflamatorios llamadas glomerulonefritis, y aquellas que carecen de
esos rasgos. El progreso ha sido multifacético y las ciencias basicas aplicadas al

estudio del rindn y a la nefrologia experimental han sido pilares de su desarrollo [5].
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Las imagenes obtenidas por microscopia Optica pueden ser analizadas gracias a la
técnica de PDI, con la que pueden evaluarse con rapidez algunos componentes
glomerulares que son determinantes para el diagnostico de algunas enfermedades
renales, en las cuales es importante tanto un analisis cualitativo como cuantitativo de
la biopsia [6,7], y se puede lograr la estandarizacion de las caracteristicas normales
de los mismos para una mayor precisidon en el diagnéstico. La técnica de PDI
aplicada en el analisis de biopsias renales reduce el tiempo de estudio de una placa,
debido a que el objeto a observar por el especialista es digitalizado en una imagen,
que posteriormente es procesada, analizada e interpretada por computador [8] en un
tiempo mucho menor. Igualmente, esta técnica permite un apoyo visual a los
especialistas y fortalece las pruebas realizadas con las otras técnicas utilizadas para
darle al paciente un diagnéstico con poca subjetividad, rapido y sobre todo

econémico.

Este trabajo presenta los resultados de un estudio investigativo en el campo de las
imagenes médicas, que se baso en la elaboracion de una rutina software que permite
realizar medidas morfologicas del glomérulo, asi como el conteo y clasificacion de las
células que lo conforman: células mesangiales, células endoteliales y podocitos, bajo
condiciones de normalidad, mediante la técnica de PDI y la extraccion y el analisis de
algunas caracteristicas apreciables. Bajo estos aspectos, el trabajo facilita el
diagnostico médico gracias a que genera objetividad en el criterio del especialista al
disponer de un resultado cuantitativo sobre cada glomérulo estudiado; ademés, como
un aporte adicional del trabajo, se muestra la capacidad de la aplicacién software
para diagnosticar algunos tipos de glomerulonefritis proliferativas, las cuales
presentan una alta incidencia en la poblacion que sufre de alguna enfermedad renal.

Aunque este aporte no se dimensionaba dentro de los objetivos propuestos, los
resultados de la estandarizacion de la técnica de PDI para analizar biopsias renales
normales fueron extrapolados y aplicados para diagnosticar este tipo de patologias,
teniendo en cuenta los cambios presentados en el conteo y clasificacion de las
células glomerulares. Esta contribucién permite que, en una primera aproximacion, el

especialista no tenga que recurrir a la microscopia electrénica para realizar un
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diagnostico de estas patologias y ademas, puede dar una informacion detallada
acerca de la evolucion del paciente mediante un reporte, donde se muestren todos

los datos numéricos de interés.

Con la implementacién de este sistema se esta dando un paso importante en el
estudio y analisis de imagenes médicas para diagnostico de glomerulonefritis
proliferativas, teniendo en cuenta que actualmente son muy desconocidos este tipo
de trabajos de investigacién en el area de nefropatologia. Con este trabajo se busca
a futuro, diagnosticar glomerulopatias mediante patologia cuantitativa y abaratar los
costos de la tecnologia de diagnéstico para realizar procedimientos méas accesibles a

los pacientes renales.

1.1 ORGANIZACION DEL TRABAJO

A continuacion se presenta una perspectiva general de la organizacion estructural del

documento:

En el capitulo introductorio se exponen una descripcién generalizada del problema y
su justificacién, asi como la solucién encontrada y algunos apartes del logro de los
resultados y expectativas futuras.

En el capitulo 2, “Entorno médico”, se da una introduccion a los conceptos basicos
de la nefrologia, especificamente a la histologia del glomérulo como parte de la
unidad funcional del rindn. Ademas, se realiza una generalizacidon de la utilizaciéon de

la microscopia oOptica y electrénica en el diagnéstico de enfermedades renales.
En el capitulo 3, “Sistemas de vision artificial”, se presenta una descripcion

especifica sobre los sistemas de vision artificial, sus componentes y algunos

conceptos utilizados para el andlisis y clasificacion de los objetos a medir.
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En el capitulo 4, “Metodologia e implementacion”, se realiza una descripcion
detallada acerca del método implementado, asi como cada uno de los componentes
de PDI utilizados paso a paso para llegar a la rutina software desarrollada. También
se mencionan las herramientas de desarrollo y su importancia dentro de la ejecucién

del proyecto.

En el capitulo 5, “Resultados, analisis y logros adicionales”, se realiza una evaluacion
minuciosa de los resultados obtenidos durante la ejecucion de cada etapa del
trabajo; asi mismo, se efectia una estimacion del logro de los resultados esperados,
la eficiencia y eficacia de la aplicacion software, la valoraciéon de las expectativas

alcanzadas y se enuncian algunos beneficios complementarios del proyecto.

En el ultimo capitulo, “Conclusiones y observaciones”, se formulan las conclusiones
a partir de los resultados del trabajo, se expresan algunas consideraciones
adicionales para mejorar el desarrollo del trabajo en el futuro, asi como las

perspectivas del sistema implementado.
El Anexo 1, “Manual de usuario del sistema asistido de visién artificial para analisis

de biopsias renales mediante microscopia 6ptica”, presenta una breve descripcién

del uso y funcionamiento de la rutina software desarrollada.
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Capitulo 2. ENTORNO MEDICO

Una de las mayores dificultades dentro de una investigacion multidisciplinaria es el
conocimiento tedrico de la tematica a enfrentar, por lo que es necesario entonces
una introduccion al area de estudio, en este caso es preciso dar algunas
generalidades de la nefrologia, mas especificamente su estudio histolégico vy
patolégico mediante técnicas de microscopia, para asi tener una mayor comprensiéon

del trabajo presentado.

2.1 ASPECTOS HISTOLOGICOS DEL RINON

El aparato urinario esta formado por los dos rifiones 'y sus uréteres, |la vejiga urinaria
y la uretra. Los rinones son esenciales para la vida al tomar parte en la excrecién
produciendo la orina, que luego desciende por los uréteres hasta la vejiga para su
almacenamiento temporal y, finalmente, su evacuacién periédica por la uretra. La
orina contiene productos de desechos resultantes del metabolismo de los alimentos
por el organismo, en particular compuestos nitrogenados como urea, creatinina y

acido urico, y otras sustancias extrafias que son eliminadas por los rilones [9-11].

Los rifiones también regulan el equilibrio hidroelectrolitico, que es el mecanismo para
la excrecion del exceso de agua y electrélitos, y al hacer esto conservan el equilibrio
acido-basico, que es un proceso para la osmorregulaciéon. La excrecion y la
formacion de orina implican una ultrafiltracion del plasma sanguineo, que mas tarde
se modifica por resorcion selectiva de la mayor parte del agua y otras moléculas

pequenas filtradas, y por secrecion [10].
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Ademas de su funcidn excretora, los rifiones también producen renina, hormona que
funciona en la regulacion de la presion arterial, y eritropoyetina, que participa en la
regulacién de la eritropoyesis.
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Figura 1. Esquema del rindn humano en corte vertical con un nefrén aislado [9]

Fundamentalmente los rinones se componen de un sistema filtrante y un sistema
tubular. El sistema filtrante esta representado por los glomérulos, en donde se lleva a
cabo el proceso de filtracion, mediante el cual se obtiene un ultrafiltrado del plasma
sanguineo, es decir, un liquido con la misma composicion del plasma a excepcién de
las proteinas, que sblo aparecen en escasa cantidad. La composicion del ultrafiltrado
varia durante el pasaje a través del sistema tubular, puesto que las células tubulares
por una parte reabsorben selectivamente sustancias de la luz tubular hacia los
capilares sanguineos circundantes y por otra parte secretan sustancias desde la
sangre hacia el tubulo. El producto final de estos procesos es la orina [9]. La figura 1

muestra un esquema del rindn humano y sus componentes.

2.1.1 El rindn y sus componentes. Los rifiones (latin. Ren; griego. nefros ) son
organos pares en forma de frijol, glandulares, ubicados retroperitonealmente sobre la
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pared abdominal posterior aproximadamente a la altura de la 122 vértebra dorsal y
las 12, 22 y eventualmente 32 vértebras lumbares. Cada rifdn pesa aproximadamente
150 g y mide alrededor de 10 a 12 cm de largo, 5 a 6 cm de ancho, y de 4 a 5 cm de

grueso.

El rindbn esta recubierto por una cépsula fina, pero fuerte, de tejido conectivo de
colageno denso, generalmente poco fija y facil de quitar. En el borde medial se
encuentra una hendidura denominada hilio renal. La arteria renal y la pelvis renal (la
parte superior engrosada del uréter) forman el pediculo renal, que parte del hilio.
Este se contintia dentro del riién en un espacio dividido, el seno renal, que en la
pelvis renal se ramifica en 2 a 3 calices mayores (gr. Kalix vaso). Estos se ramifican
a su vez en 5 a 11 célices menores. El seno renal estd ocupado ademas por tejido
conectivo laxo rico en lipidos, que rodea las estructuras existentes. Luego del corte
paralelo a la superficie de un rindn, de modo que se obtengan mitades frontales del
mismo espesor, se observa que el parénquima esta dividido en una corteza y una
médula. La corteza renal tiene un aspecto granular, de color rojo oscuro, rodea
totalmente a la médula y ademas emite prolongaciones, llamadas columnas renales
(de Bertin), a través de todo el espesor de la médula. La médula renal es
aproximadamente 2 veces mas gruesa que la corteza y se compone de estructuras
piramidales mas claras, las piramides renales, separadas por las columnas renales.
Las bases de las pirdmides estdn orientadas hacia la corteza, mientras que las
puntas, las papilas, penetran en un céaliz menor con forma de embudo. El nUmero de
pirdmides es, por lo tanto, de 5 a 11. Las piramides presentan un estriado
caracteristico en direccion de la base a la papila. La orina abandona el rifién desde la
punta de la papila (perforada por unos 250 orificios pequenos), en donde la dltima
porcion de los tubulos se abre en un caliz menor. Esta area perforada se denomina
area cribosa (lat. Cribrum colador) [9-11].

La médula puede dividirse microscdpicamente en una zona externa, hacia la corteza

y una zona interna que contiene las papilas. En la zona externa pueden diferenciarse

una banda o franja externa y una banda o franja interna. Estas zonas macroscépicas
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son una imagen que resume la estructura microscépica de la médula, en donde cada
tubulo urinifero esta formado por una serie de segmentos sucesivos de aspectos
diferentes y en donde los mismos segmentos de diferentes tubulos estan localizados

a la misma altura [10].
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Figura 2. Esquema de las zonas del rindn* [9]

* v~ e n
Esquema que muestra las zonas del rindn con relacién a los segmentos de los nefrones corticales externos (A) y

yuxtamedulares (B). El nefron cortical externo tiene un asa de Henle que apenas penetra en la banda interna de la médula, con
un segmento delgado corto (negro) en la rama descendente, en tanto que el nefron yuxtamedular penetra profundamente en la
zona interna y tiene un largo segmento delgado en las ramas descendente y ascendente del asa. TCP, Tubulo contorneado

proximal; TCD, Tubulo contorneado distal; CC, Conducto colector.

El rindn se divide en Iébulos, cada uno compuesto por una piramide medular, con la
correspondiente sustancia cortical circundante. En el ser humano, el rinén se
compone de 5 a 11 I6bulos. Desde cada base de la pirdmide se irradian finas bandas
paralelas de sustancia semejante a la médula, conocidos como rayos medulares,
hacia la corteza. Los rayos medulares se consideran pertenecientes a la corteza. Un

lobulillo comprende un rayo medular con su tejido cortical circundante.

La unidad funcional renal es un tubo epitelial, el tabulo urinifero, de los que se
encuentran mas de 1.000.000 en cada rifién. Estos forman el parénquima renal y

estan densamente agrupados, separados Unicamente por una escasa cantidad de
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tejido conectivo intersticial, en el que corren los vasos sanguineos, los linfaticos y los
nervios. Cada tdbulo urinifero se compone de 2 partes, el nefron y los tubos
colectores. Estas 2 partes son embriolégicamente diferentes, puesto que el nefron se
desarrolla a partir del blastema metanéfrico, mientras que los tubos colectores se

originan en el brote uretral.

2.1.2 El nefrén. Es la unidad funcional, de naturaleza tubular, del rinén. Hay de uno
a dos millones de ellos en cada rindn. Cada uno es simplemente un tubo largo
revestido de epitelio que empieza en un extremo ciego y termina uniéndose a un
conducto excretor. Los nefrones son sinuosos y estan tan entremezclados que los
cortes histoldgicos del rindn no dan una idea clara de su forma [11]. Esto se puede
lograr por reconstrucciones a partir de cortes en serie o0 por separacion de nefrones
individuales de rinones macerados. Cada nefrén consta de varios segmentos de
estructura y funcién diferentes, cada uno de ellos localizado en una posicion definida

en la corteza o la médula.

La primera parte del nefron, localizado en la corteza, es el corpusculo renal (de
Malpighi), que consta de dos partes. El extremo proximal del nefrén es ciego y se
dilata para formar una expansion en forma de copa de paredes delgadas llamada
capsula de Bowman, que se ve invaginada por un penacho globular de capilares
llamado glomérulo. Es aqui que se produce un ultrafiltrado del plasma sanguineo,
que luego pasa al tubulo urinifero donde es modificado para formar la orina, tanto por
las secreciones de las células del tubulo como por resorcibn de muchos de sus
productos filtrados. Cada corpusculo renal tiene un polo vascular, por el que entran y
salen las arteriolas aferente y eferente, y un polo urinario, donde la cavidad a manera
de hendidura de la cédpsula de Bowman se continda con la luz del siguiente
segmento del nefrdn, el tubulo proximal. Este segmento tiene primero una larga parte
contorneada seguida de una parte mas recta corta que, a su vez, se continia con un
segmento delgado, y éste con las porciones recta y contorneada del tubulo distal. La

figura 2 muestra un esquema de un nefrén y sus componentes [9, 10].
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La porcion contorneada del tdbulo proximal (tubulo contorneado proximal) y la
porcién contorneada del tubulo distal (tubulo contorneado distal) se encuentran
adyacentes a su corpusculo renal de la corteza. El resto del nefrén entre ellos (esto
es, porcién recta del tubulo proximal, segmento delgado y porcién recta del tubulo
distal) forman el asa de Henle que se halla en un rayo medular y se extiende a una
distancia variable dentro de la médula. El asa tiene ramas ascendente y descendente
de orientacién radial y paralelas entre si, unidas por un segmento delgado en forma
de U.

La longitud del asa de Henle y la de los diversos segmentos que la forman varia con
la posicidén del corpusculo renal en la corteza. Con base en la longitud del asa de

Henle se reconocen dos tipos de nefrones:

1. Los nefrones corticales son aquellos cuyos corpusculos renales estan en la
porcién externa (subcapsular) de la corteza. Tienen asas de Henle cortas, con
segmentos delgados cortos en sus ramas descendentes, y sélo se extienden
una pequena distancia dentro de la zona externa de la médula.

2. Los nefrones yuxtamedulares, con corpusculos renales en la region profunda
de la corteza, tienen asas de Henle, ramas descendentes y ascendentes
largas. En las ramas descendente y ascendente hay segmentos delgados

extensos, y las asas penetran profundamente en la zona interna de la médula.

Las del tipo corto son mas abundantes que las del tipo largo. En el ser humano
aproximadamente el 15% de los nefrones son del tipo yuxtamedular con asa de
Henle largas. Los nefrones mediocorticales presentan caracteristicas intermedias

entre los dos tipos anteriores [11].
Las porciones terminales de los nefrones, los tubulos contorneados distales, se unen

al sistema de conductos colectores. Un corto segmento de unién (tubulo colector

arqueado) se dirige a un tubulo colector recto (que se encuentra en un rayo medular),
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y éste va en sentido radial para terminar en un conducto papilar (de Bellini) que

finalmente desemboca en un caliz menor a través de la zona cribosa.

2.1.3 El glomérulo. La capsula de Bowman, que originalmente es una expansién del
extremo terminal ciego del nefrén, adquiere forma de copa de doble pared al ser
invaginada por el penacho de capilares glomerulares [9]. De esta manera hay una
capa parietal de epitelio que, en el polo vascular, se continta con el epitelio visceral,
en intima relacién con los capilares glomerulares. Entre las dos capas hay un
espacio estrecho, el espacio capsular, que en el polo urinario se continda con la luz
del tubulo contorneado proximal. En este lugar, la capa parietal de la capsula de
Bowman, se continia con el epitelio del mismo tdbulo. La figura 3 muestra una

fotomicrografia de un glomeérulo.

Los corpusculos renales son mas o menos esféricos y varian de 150 a 250 ym de
diametro; los yuxtamedulares son mucho mayores, en tamaro, que los corticales y

son los primeros que se diferencian durante el desarrollo [11].

Tibula proximal
{pors convaluta)

Ribate an cepillo
Tdbulo distal

Maculo densa

Capa visceral
{podacito)

Copilar glomerular

Expocio copsular

Copa parietal

Figura 3. Fotomicrografia de un corpusculo renal [10].
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La capa parietal de la capsula de Bowman es un epitelio plano simple con nucleos
que sobresalen ligeramente en el espacio capsular. Estas células presentan pocos
organitos. En el polo urinario, la altura de las células aumenta hasta la
correspondiente a cuatro o cinco de ellas para transformarse de planas a cilindricas
bajas y continuarse con el epitelio de revestimiento del tibulo contorneado proximal.

2.1.4 Células epiteliales viscerales. La capa visceral envuelve de manera estrecha
a los capilares glomerulares, con los nucleos de sus células en el lado capsular de
las laminas basales de los capilares, pero las células estdn muy modificadas y no
forman una hoja completa. Estas células se llaman podocitos y su forma es
basicamente estrellada, con sus cuerpos celulares rara vez en contacto con la lamina
basal, sino mas bien separados de ella por un espacio de 1 a 2 ym. En el citoplasma
que rodea el nucleo se encuentran un reticulo endoplasmatico rugoso y un complejo
de Golgi bien desarrollados. A partir del cuerpo celular se extienden varias
prolongaciones principales o primarias radiadas a la manera de los tentaculos de un
pulpo o los brazos de una estrella de mar hacia una o mas asas capilares, y de ellas
se originan muchas prolongaciones secundarias (pediculos o pedicelos) y terciarias,
que se unen a la superficie externa o capsular de las laminas basales de los

capilares.

Los pedicelos de podocitos y prolongaciones podocitarias adyacentes se interdigital
de manera compleja, y a menudo con las prolongaciones primarias y los pedicelos de
un podocito vecino. Entre los pedicelos hay un extenso sistema de hendiduras, o
espacios intercelulares, llamadas hendiduras de filtracidon o poros de hendidura. Esta
disposicién, gracias a la cual gran parte de los capilares glomerulares esta cubierta
por pedicelos interdigitados entre los cuales hay hendiduras de filtracién, proporciona
una gran area para la filtraciéon, ya que finalmente todas las hendiduras drenan en el
espacio capsular y por ello en la luz del tubulo contorneado proximal. La complejidad

de esta disposicion se observa bien por microcopia electrénica de transmision [9, 10].
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La figura 4 presenta la distribucion espacial de los pedicelos en comparacién con los

otros tipos de células glomerulares.

Membrana basal

Glébulo rojo
Endotelio

Pedicelos Podocitos

£ Células
endoteliales

Células * ’
mesangiales  Matriz mesangial

Figura 4. Esquema de distribucion espacial de las células glomerulares.

Los podocitos contienen el aparato de sintesis necesario en su citoplasma vy
posiblemente sean responsables exclusivos del mantenimiento de la lamina basal,
pero tanto las células endoteliales y aun las mesangiales parecen intervenir en su
produccidon. Las propiedades antigénicas de la lamina basal se han demostrado
claramente por métodos de inmunofluorescencia y son de gran relevancia en ciertas

enfermedades.

2.1.5 Células endoteliales. Las células endoteliales de los capilares glomerulares
tienen un citoplasma aplanado, que en la mayor parte de la extensidén de la célula
sélo tiene un espesor de 50 nm. Las escasas organelas estan casi todas localizadas
en la zona citoplasmatica algo méas gruesa que rodea el nucleo. Este se encuentra

por lo general en la parte de la célula mas cercana a la region mesangial. Es
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caracteristica la presencia de un gran numero de fenestraciones en las zonas
aplanadas del citoplasma. Las fenestraciones tienen un diametro de
aproximadamente 70 nm en el rinén humano y estadn cerradas por un diafragma,
como en los capilares fenestrados de otras partes del organismo [9, 10].

Figura 5. Esquema celular en un glomeérulo. (Rojo: células mesangiales, amarillo: células
endoteliales, verde: células epiteliales)

2.1.6 Células mesangiales. Las células mesangiales pueden diferenciarse con el
microscopio oOptico de las células endoteliales circundantes por sus nucleos mas
oscuros y mas grades [11]. Con el microscopio electrénico se observa su forma
irregular, con prolongaciones citoplasmaticas que se extienden entre las asas
capilares. El citoplasma contiene organelas celulares normales, pero ademas tiene
haces de filamentos que en ciertos aspectos se asemejan a los miofilamentos de las

células musculares lisas.

Las células mesangiales estan incluidas en una matriz mesangial laxa esponjosa,
que ellas mismas producen. La matriz es PAS positiva y se asemeja a la lamina

basal, sin ser idéntica. En algunos sitios las prolongaciones de las células
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mesangiales pasan a través de orificios en la lamina basal de las células endoteliales
y aun entre las células endoteliales mismas directamente hacia la luz capilar.
Ademas, las prolongaciones pueden extenderse entre las células endoteliales y la
lamina basal. La figura 5 muestra un esquema de la organizacion de los tres tipos de

células en un glomérulo.

La funcion de las células mesangiales no se conoce exactamente, posiblemente
sirvan primariamente para hacer mas rigidas las asas capilares y actuen como una
especie de esqueleto intraglomerular. Ademas, son muy fagociticas. Por inyeccién
intravenosa de torio coloidal o ferritina, por ejemplo, estas macromoléculas
electrodensas son filtradas principalmente por la lamina basal, pero muchas de ellas
pasan a la matriz mesangial y son captadas por las células mesangiales. También
proliferan en algunas enfermedades renales. Asi mismo, se ha sugerido que pueden
contraerse cuando son estimulados por la angiotensina, lo que provoca una
disminucién en la corriente sanguinea a través del glomérulo. Las células del
mesangio se extienden hasta el polo vascular, fuera del corpusculo renal, y se
contindan con células semejantes que forman parte del aparato yuxtamedular. La

figura 6 muestra una imagen de un glomérulo observada en el microscopio 6ptico.

2.2 ENFERMEDADES GLOMERULARES PRIMARIAS.

Los desordenes en la funcién y estructura morfolégica del glomérulo constituyen uno
de los mayores problemas encontrados en la practica de la nefrologia [56]. La
introduccion y amplia aplicacion de la biopsia renal percutdnea ha permitido estudiar
las numerosas facetas de la enfermedad glomerular [56]. En un principio los
desordenes patoldgicos parecian ser homogéneos, pero se han ido incrementando,
subdividiendo y reclasificando y nuevas entidades patolégicas han emergido, de tal
forma que los nuevos conocimientos han sido Utiles para relacionar los casos clinicos
a la patologia fundamental, la historia natural de la enfermedad y la respuesta a un

tratamiento determinado.
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Figura 6. Glomérulo y sus componentes celulares. Tincién Hematoxilina eosina. Imagen

tomada por el sistema implementado. Aumento 25x.

Las enfermedades glomerulares primarias constituyen una colecciéon heterogénea de
desordenes en las que el glomérulo es el tejido predominante o Unico involucrado.
Las enfermedades glomerulares primarias son ademas idiomaticas o de causa
desconocida, aunque la lesion glomerular predominante en algunas circunstancias es
consecuencia de algunos eventos bien conocidos, tales como una infeccion bacterial
0 exposicibn a drogas. De otra manera, la lesion glomerular puede ser una
caracteristica de enfermedades en las que érganos o sistemas extrarenales pueden
estar involucrados. Muchas de las enfermedades glomerulares primarias han sido
encontradas para tener una base genética fundamental, y es probable que los
mecanismos fundamentales de enlace entre los genes de susceptibilidad y los
procesos patoldgicos nocivos puedan ser aclarados en el futuro [56].

Las enfermedades glomerulares primarias estan divididas en varias patologias, cada
una con diferentes caracteristicas morfoldgicas, entre las que el sistema puede
reconocer se encuentran la glomerulonefritis proliferativa difusa y la glomerulonefritis

mesangio proliferativa, ademas si las medidas morfolégicas no se adaptan a estas
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dos patologias, el sistema las clasifica como glomerulonefritis proliferativa de cambio

minimo o membranoproliferativa.

2.2.1 Glomerulonefritis proliferativa difusa. También conocida como
glomerulonefritis  sutil  (AcGn), glomerulonefritis endocapilarmente difusa o
glomerulonefritis postinfecciosa es una de las enfermedades en las que existe
evidencia de patogénesis inmunolégica. Es mas comun en nifos y adultos jévenes, y
es mas prevalente en el género masculino, aunque puede ocurrir a cualquier edad, y

ocasionalmente puede superponerse a otra enfermedad glomerular.

Por microscopia de luz, el cambio morfolégico de la glomerulonefritis difusa es una
generalizada reaccion inflamatoria glomerular monomérfica difusa. Los glomérulos de
la muestra son grandes, el espacio de Bowman se rellena de tejido del penacho
glomerular, se muestra una proliferacién difusa de las células mesangiales y en
mayor grado una proliferacion difusa de células endoteliales, y una infiltracion
leucocitica polimorfonuclear en grado variable. Las luces de los capilares se
estrechan o se destruyen, y los penachos glomerulares tienen a menudo una

apariencia de pufio [56].

Algunas veces, las células epiteliales viscerales y parietales aparecen engrosadas,
pero la proliferacién de células parietales con formacion creciente es excepcional.
Cerca de la segunda semana durante el curso de la enfermedad, la hipercelularidad
puede ser menos prominente, el numero de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
escasean y la mayoria de las luces de los capilares se encuentran evidentes. En
consecuencia, aunque todos los glomérulos estén comprometidos, el tipo y grado de

compromiso varia de acuerdo como las lesiones ocurran.

2.2.2 Glomerulonefritis mesangio-proliferativa. La glomerulonefritis
mesangioproliferativa es una enfermedad glomerular crénica primaria con sintomas
clinicos caracteristicos. Esta enfermedad puede afectar a cualquier edad, pero los

pacientes son usualmente nifos y adultos jévenes. Solamente en el campo clinico,

33



es dificil separar este grupo de pacientes de los de enfermedad de cambio minimo u

otras variantes histopatologicas del sindrome nefrético idiopatico [56].

Por microscopia de luz, los glomérulos estan caracterizados por grados variables de
incremento en la celularidad del mesangio, usualmente afectando todos los
penachos o I6bulos glomerulares de todos los glomérulos por igual. De cuatro a cinco
nucleos por zona mesangial pueden ser vistos en forma moderada y mas de cinco o
seis nucleos en formas mas severas [56]. Las membranas capilares son delgadas y

usualmente libres de depdsitos, y las luces capilares son visibles al microscopio.

La hipercelularidad es principalmente debida a la proliferacion de células
mesangiales y a una variacion en el numero de leucocitos poliformos nucleares,
resultando en dos patrones de penachos glomerulares: por aumento del penacho
(glomerulonefritis lobular) o por engrosamiento de la membrana basal
(glomerulonefritis membranoproliferativa). El patrén de proliferacion celular mesangial
no esta relacionado al curso y progreso de la enfermedad. La proliferacion de células
epiteliales asociadas con formacién creciente es un significado de prondstico y
coincide casi siempre con un desenlace fatal. En algunos casos de ambas
glomerulopatias, la celularidad disminuye y el glomérulo empieza a solidificarse. La
figura 7 muestra la imagen de un glomérulo con glomerulonefritis mesangio-
proliferativa. Como se vé, el nimero de nudcleos celulares parece aumentar, el

penacho crece de tamano, y el glomérulo se encuentra inflamado.

2.3 LA BIOPSIA RENAL

¢, Como se puede determinar una patologia renal? En medicina, los diagndsticos que
requieren métodos invasivos de extraccion de un pequefio segmento de un 6rgano
especial para establecer un dictamen médico, son muy comunes e importantes para
definir una patologia o enfermedad en el paciente y otorgar un tratamiento especifico.
A nivel renal las enfermedades no solo se diagnostican segun los sintomas de esta,

sino que también es necesario observar a nivel microscépico lo que esta sucediendo
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en el tejido, para concluir un andlisis mas certero. Este es el propdsito de realizar una
biopsia [5].

B Lad w 3 . e . ] y A - : ‘
Figura 7. Ejemplo de una glomerulonefritis mesangio-proliferativa. Imagen adquirida con el

sistema implementado.

La biopsia renal es un procedimiento médico complejo, conocido desde mediados del
siglo XX, cuando los daneses Iversen y Brun publicaron en 1951 su primera
experiencia luego de adaptar la técnica de biopsia hepatica para la obtencion de
tejido renal [12]. Furness por otra parte habla de “que el tejido obtenido es
invariablemente mas pequefio de lo que el patblogo desearia” [13], lo cual es en la
mayoria de los casos el primer pensamiento que se presenta en la mente del
nefropatélogo al ver los cordones tisulares de escasa longitud y mas adn de minimo

grosor.

2.3.1 Indicaciones de una biopsia renal e importancia clinica. Los grupos de
pacientes que se benefician a partir de una biopsia renal son: pacientes con
sindrome nefrdtico, pacientes con compromiso renal en el contexto de una
enfermedad sistémica y pacientes con falla renal aguda. Una vez obtenido el
diagnostico anatomo-patoldgico se procede a realizar las intervenciones terapéuticas
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necesarias, evaluando simultdneamente el pronéstico de acuerdo al tipo de
enfermedad renal que afecte al paciente. En otro grupo de pacientes la biopsia renal
puede aportar informacion respecto del diagndéstico, entre los que se cuentan
aquellos que se manifiestan clinicamente como proteinuria no-nefrética, hematuria y
falla renal crénica. En el grupo de pacientes receptores de un trasplante renal, el rol
de la biopsia es fundamental en la toma de decisiones respecto de la agresividad del
tratamiento, ajuste de dosis de medicamentos y otras medidas eventuales
complementarias [14]. Por otra parte, la biopsia renal es la Unica forma de describir
nuevas enfermedades, incluyendo el efecto adverso de diversas drogas. Finalmente,
es absolutamente requerida en estudios clinicos para asegurar que la severidad de
una enfermedad determinada es comparable entre los diferentes grupos de estudio,

ademas de servir como base para la evaluacion de efectos terapéuticos [15].

2.3.2 Obtencion de la muestra. El procedimiento de obtencién de tejido renal a
través de una biopsia debe ser realizado por un nefrélogo, radidlogo o urélogo,
dependiendo de la experiencia del centro y el método elegido, bajo condiciones de
estricta asepsia, ya sea por puncién renal con aguja o con pistola neumatica,
idealmente bajo vision ecografica o tomografica, o bien por vision directa del rifidn,
por método laparoscépico o0 por cirugia abierta, tomando una cufa tisular. En el
primer caso el riesgo es no obtener parénquima renal o tejido sin glomérulos, que es
habitualmente el blanco de gran parte de las patologias renales. Por el contrario, en
las biopsias bajo visién directa, se asegura la obtencion de buena cantidad de
corteza, y por lo tanto de una buena cantidad de glomérulos, con una incidencia de
complicaciones muy baja, dada la posibilidad de realizar una buena hemostasia. Es
ideal confirmar la existencia de corteza renal observando el tejido obtenido con una

lupa o bajo un microscopio de diseccion [13, 14].

2.3.3 Procesamiento de la muestra. En este punto es importante definir la cantidad
de tejido adecuado y cuanto enviar para cada técnica a realizar. Esto dependera del
objetivo planteado previo a la biopsia. En los casos de puncién de riidn nativo, el

ideal es siempre dividir la muestra en tres fragmentos, el menor para microscopia
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electronica, que se fija en glutaraldehido al 2,5%, otro pequefio trozo para
inmunofluorescencia, enviado en fresco 0 mejor aun en solucion de Michel y la mayor
fraccion para microscopia de luz, en formaldehido al 10% tamponado. En los casos
de biopsia de rifdn trasplantado se debe asegurar una cantidad de tejido suficiente
para examinar con microscopia de luz. Los cortes histol6gicos de microscopia Optica
son multiples y observados con tincion corriente de hematoxilina-eosina y otras
tinciones histoquimicas especiales, para evaluar los diversos componentes del
parénquima renal, como por ejemplo tincion de PAS (acido peridédico de Schiff),
tricromico de Masson, metenamina de plata de Jones y otras mas especificas como
Rojo Congo (determinacion de amiloide). Para observar lesiones que pueden ser
focales (que comprometen solo algunas areas de la corteza renal) o segmentarias
(s6lo parte de un glomérulo) necesariamente deben examinarse cortes seriados de la
muestra. Se evalla obligatoriamente en cada espécimen los glomérulos, tubulos
renales, vasos sanguineos y el intersticio renal. En lo relativo a la microscopia de
inmunofluorescencia, ésta trata de identificar una reaccién antigeno-anticuerpo,
incorporando anticuerpos contra inmunoglobulinas, fracciones del complemento,
fiorinbgeno y cadenas livianas de las inmunoglobulinas, al tejido previamente
congelado y que se secciona con criéstato. La reaccion es revelada por medio de
una sustancia que emite una sefal luminosa observada en un microscopio especial,
en forma granular o lineal, ya sea en el mesangio o en los capilares glomerulares,
cuyas imagenes representativas son captadas por medio de camara digital y
almacenadas en un computador. Finalmente la ultraestructura del rifidn es
examinada con microscopio de transmision, obteniendo imagenes fotograficas. Los
objetivos de ésta son la confirmacion de los hallazgos de la inmunofluorescencia y
determinar la localizacion de depdésitos electro densos del tipo complejos inmunes,
estructuras virales o del tipo interferén (estructuras tubulo-reticulares) y alteraciones
de la membrana basal, entre otros [13-15].

2.3.4 Evaluacion diagnéstica. El diagnéstico anatomo-patolégico final de una

biopsia renal es actualmente el resultado del analisis de la metodologia triple
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utiizada en la mayoria de los centros especializados: 1) los hallazgos de la
microscopia Optica o de luz, 2) el resultado de la microscopia de inmunofluorescencia
3) los hallazgos ultraestructurales de la microscopia electrénica, sumado todo esto al
andlisis en conjunto con los antecedentes clinicos, idealmente aportados en

reuniones de diagndstico entre los clinicos y el patélogo.

Los objetivos principales de la biopsia renal son establecer un diagnéstico (o al
menos excluir otras posibilidades diagnésticas de similar presentaciéon clinica),
indicar la severidad o actividad de la lesién (“grado”) y por ultimo, establecer la
cuantia del dafo irreversible (“estado”) [13]. Existe un porcentaje de alrededor del
10% de las biopsias en que el tejido es inadecuado, o adecuado pero con
alteraciones inespecificas o bien con ausencia de alteraciones patolégicas. Cuando
el patélogo es confrontado con los hallazgos de la biopsia renal, requiere de una
clasificacién morfoldgica (un catalogo de patrones morfoldgicos), para trabajar con un
algoritmo y realizar el diagnéstico diferencial histolégico entre mas de sesenta
glomerulopatias al mismo tiempo, o debe esperar a tener una historia clinica
completa para saber la manifestacion de enfermedad renal del paciente y las
hipdtesis clinicas planteadas. Esperar que la historia clinica esté completa para hacer
un diagnostico morfolégico no ayuda al clinico (ni al paciente) y se pierde el objetivo
por el que se hace la biopsia renal: hacer un diagnéstico morfolégico. Este
diagnostico morfolégico complementara los hallazgos clinicos y conducird a un

diagnéstico final con significacién clinica [15, 16].

2.3.5 Artefactos. En el procedimiento de preparacion de las placas, se debe
entender que no todos los cortes son perfectos, debido a las técnicas utilizadas en
esta, los cortes pueden no ser representaciones precisas del tejido. Estas
alteraciones, producidas por la manipulacién, se llaman artefactos. A continuacion,

se mencionan algunas formas frecuentes de artefactos [9].

e Encogimiento. Este puede ser producido por las diferentes sustancias quimicas
con que se tratan los tejidos, principalmente fijadores, o por el calor de la parafina
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derretida. Tiende a ser irregular, lo que produce la separacién de porciones de
tejido que en vida estaban juntas, dando origen a espacios vacios.

Precipitados. Si el fijador se amortigua de manera inadecuada o no se quita a la
perfeccion de los tejidos, sus cristales se pueden precipitar y permanecer en la
preparacion.

Pliegues y arrugas. Los cortes son tan delgados que con frecuencia se pliegan o
se arrugan al hacerse el corte o al colocarlos en las laminillas. Por lo general,
esos pliegues y arrugas aparecen con una coloracion mas oscura. La figura 8
muestra una imagen de un glomérulo con un artefacto por pliegue del tejido.
Defectos en la cuchilla del micrétomo. Si el filo de la cuchilla esta deteriorado,
esto crea defectos en el corte que aparecen como lineas rectas de color palido a
través de él.

Manejo poco cuidadoso. EI manejo poco cuidadoso del tejido fresco al
extirparlo, como por el pellizcamiento por las pinzas o el aplastamiento por tijeras
desafiladas, produce mutilacion del mismo.

Degeneracion postmortem. Aunque en sentido estricto no es un artefacto, la
degeneracién postmortem es una causa importante de cortes de menor calidad.
Si los tejidos no se fijan con rapidez, son dirigidos por las enzimas presentes en
ellos, lo que produce la degeneracidon postmortem (autdlisis)

e
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Figura 8. Artefacto por pliegue del tejido. Tincién Hematoxilina eosina.

Imagen tomada por el sistema implementado. Aumento 25x.
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2.4 LA MICROSCOPIA EN LA NEFROPATOLOGIA

El microscopio convencional es una de las herramientas mas importantes para
estudiar la forma de las células de cualquier 6rgano, la composicién fisica de los
tejidos y su distribucion espacial, para determinar las funciones de dicho tejido y a
partir de sus caracteristicas establecer las condiciones de anormalidad que aparecen
en la misma muestra cuando una enfermedad o patologia esta presente en el cuerpo
humano. Los estudios de microscopia convencional para analizar la estructura de los
diferentes tejidos es un trabajo que dia a dia va en aumento y, gracias al desarrollo
de nuevas técnicas de microscopia, es posible aumentar la vision que se tiene sobre
la muestra, generando un conocimiento mas preciso y parecido a lo real, tal es el

caso de la microscopia electronica tanto de transmisién como de barrido.

En la nefropatologia, la microscopia juega un papel muy importante, ya que con este
instrumento se diagnostican las enfermedades renales que degeneran el tejido, de tal
manera que los cambios morfolégicos producidos dan cuenta de la anomalia
presentada, su prondstico, y facilitan al especialista la perspectiva sobre el
tratamiento a seguir. Generalmente el patélogo esta atado al campo de vision que le
presenta el microscopio, presentando problemas de subjetividad al momento de dar
una conclusién certera, por lo tanto requiere de otras técnicas de diagnostico que le
permitan dar un resultado preciso con base en los estudios realizados en el mismo
caso y su conocimiento tedérico. A continuacion se presentan en forma breve las tres
técnicas de diagndstico aplicadas sobre una biopsia renal. Cabe aclarar que estas
técnicas son complementarias y su uso depende de la glomerulopatia a estudiar, el

costo, y la subjetividad del especialista.

2.4.1 Microscopia o6ptica. El microscopio compuesto consiste en dos sistemas de
lentes, el objetivo y el ocular, que estdn montados en extremos opuestos de un tubo
cerrado. El objetivo estd compuesto por un revélver de varias lentes, que crean una
imagen real aumentada del objeto examinado. Las lentes de los microscopios estan

dispuestas de forma que el objetivo se encuentre a la distancia focal del ocular, y
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cuando se mira a través del ocular se vé una imagen virtual aumentada de la imagen
real. El aumento total del microscopio depende de las longitudes focales de los dos

sistemas de lentes [17, 18].

El equipo adicional de un microscopio consta de un armazén con un soporte que
sostiene el material examinado y de un mecanismo que permite acercar y alejar el
tubo para enfocar la muestra. Las muestras que se examinan son transparentes y se
observan con la luz que las atraviesa. El soporte tiene un orificio por el que pasa la
luz, y debajo de este soporte se encuentra un espejo que refleja la luz para que
atraviese la muestra. El microscopio puede contar con una fuente de luz eléctrica que
la dirige a través de la muestra. Los microscopios 6pticos actuales tienen un poder
de resolucion de 0,2 uym, unas mil veces la del ojo humano [19]. En la figura 9 se
muestra el esquema de un microscopio 6ptico moderno, junto con la trayectoria que

recorre la luz desde la fuente hasta el ocular o la camara en este caso.

Camara digital

= Monitor de exposicion

Oculares - i
Lente de proyeccion

Prisma v filtros
Objetivos

Pletina Rueda de enfoque

Lampara

Filtros

Figura 9. Esquema del microscopio de luz con la trayectoria de la luz.
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Aunque existen varios tipos de microscopia, tales como la de campo claro, campo
oscuro, contraste de fase y diferencial de interferencia, cada una con sus propias
caracteristicas y limitaciones, en el diagnostico de glomerulopatias se utiliza
Unicamente la microscopia de campo claro, que consiste en que a luz proveniente de
la fuente converja sobre la placa gracias a una lente condensadora, y sea capaz de
formar un cono de luz que llegue a los objetivos. En esta técnica el tejido muerto
debe ser bien procesado y fijado, de tal forma que al ser visto en el microscopio
tenga alto contraste dado por la coloracion utilizada [20].

En las valoraciones sobre glomerulopatias se utilizan comunmente las coloraciones
de Hematoxilina Eosina (H&E), Acido Per-yédico de Schiff (PAS), y Tricrémico de
Masson entre otras. La primera es denominada la tincion de rutina de un laboratorio
de patologia y al tefir una muestra, se observa en el microscopio toda la informacién
correspondiente a los nucleos de las células (por ser oscuros), el espacio de
Bowman, las luces de los capilares, eritrocitos, polimorfos nucleares, tubulos, y tejido
intersticial en general. En la figura 10 se observa la imagen de un glomérulo

coloreado con H&E.

Figura 10. Ejemplo de muestra tefiida con Hematoxilina Eosina. Imagen adquirida por el

sistema implementado. Aumento 25x.
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Por otro lado, la tincién tricromico de Masson es utilizada para diferenciar fibrosis
intersticial glomerular y edemas en el glomérulo, ademas permite observar depdsitos
que pueden ser confirmados mediante técnicas de inmunofluorescencia. La figura 11
muestra un glomérulo coloreado con esta tincidbn, como se observa los nucleos
celulares no pueden diferenciarse bien del fondo de la imagen, es decir con su
citoplasma y el resto de tejido glomerular, las luces de tubulos y capilares
glomerulares son diferenciables, pero el tejido no los contrasta adecuadamente como

si lo hace la tincién H&E.

Por ultimo, la tincién de PAS ayuda a estudiar la membrana capilar de los glomérulos
y la membrana basal de los componentes del tejido renal (glomérulos y tubulos). La
figura 12 muestra un glomérulo coloreado con esta tincién, como se vé la capsula de
Bowman contrasta con un color violeta intenso sobre el resto del tejido, lo mismo se
observa para las membranas basales de algunos capilares del glomérulo y tubulos
que estan alrededor de él. Los nucleos celulares no se diferencian bien y algunos

alcanzan a difuminarse.

Figura 11. Ejemplo de muestra tefiida con Tricromico de Masson. Imagen adquirida por el

sistema implementado. Aumento 25x.
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Figura 12. Ejemplo de muestra tefida con PAS. Imagen adquirida por el sistema
implementado. Aumento 25x.

La técnica de microscopia de campo claro presenta problemas ya que depende del
procesamiento histolégico de la muestra, basicamente una fijacion, corte y coloracién
adecuados, el aumento apropiado y un enfoque subjetivo del operario del
microscopio, debido a que inciden sobre la imagen que se va a capturar; ademas, al
momento de adquirir la imagen no se debe presentar superposicion de planos de la
muestra debidos a un corte grueso, o un plano mal enfocado, ya que es probable que

se cometa el error de realizar un mal diagnostico.

2.4.2 Microscopia electronica de transmision e inmunofluorescencia. A partir de
los afnos sesenta y setenta, los estudios realizados para evaluar biopsias renales
mediante microscopia electronica, mostraron que por esta técnica se llegé a un
diagnéstico diferente al realizado por microscopia de luz convencional en el 11% de
los casos y en el 13% [21, 22]. El uso de la microscopia electrénica de transmisién a
incurrido en tres cambios importantes: 1.) Las condiciones econémicas de la practica
médica han cambiado dramaticamente y hay una presién constante para reducir el
numero de estudios de alto costo. La microscopia electrdnica es un procedimiento
costoso, con un valor aproximadamente equivalente al de un estudio de microscopia
optica mas la inmunofluorescencia. 2.) El estudio de inmunofluorescencia en biopsias

renales es ahora usado en forma generalizada, contrario a la practica habitual en los
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sesenta, época en la cual el uso de la microscopia electrdnica fue considerado en
mas detalle y una técnica casi obligatoria en patologia renal. 3.) Hay varias
enfermedades glomerulares, o variantes de ellas, de reciente descripcion, varias de
las cuales necesitan del estudio ultraestructural para su adecuada clasificacion, que
solamente es posible mediante microscopia electronica [23, 24].

En muchas de las enfermedades renales, si se cuenta con una buena muestra de
tejido, procesado de una manera adecuada, con Optimas tinciones especiales y con
una buena técnica de inmunofluorescencia, se puede llegar a un diagnéstico
definitivo sin necesidad de la microscopia electronica. Pero existen algunas
glomerulopatias primarias que requieren necesariamente de este tipo de
microscopia, tales como: las enfermedades de membranas basales, glomerulopatias
fibrilares, sindrome de Alport y glomerulonefritis de cambio minimo [4], esta Ultima
por ser de tipo ultraestructural, y contribuye ademas a precisar el diagnéstico de las
demas glomerulapatias. La figura 13 muestra una fotomicrografia electronica de un

glomérulo en la que se observan cada uno de sus componentes.

La microscopia de inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoquimica que
consiste en conjugar colorantes fluorescentes (fluor6foro isotiocianato de
fluoresceina, rodamina B de lisamina o acido 1-dimetilaminonaftalen-5-sulfénico) con
anticuerpos o antigenos, exponiendo después este conjugado a los anticuerpos o
antigenos correspondientes en cortes de tejidos. Cuando la reaccion del conjugado
es positiva y se expone a la luz ultravioleta se producira fluorescencia observable

bajo el microscopio de fluorescencia [25, 26].

La técnica de inmunofluorescencia en algunas ocasiones proporciona resultados
dudosos, y los estudios realizados bajo el microscopio éptico de la misma muestra no
llegan a un resultado certero; es en estos casos en los que la microscopia electrénica
entra a estudiar los componentes ultraestructurales del glomérulo y de otros tejidos

renales. Para realizar un diagnéstico preciso de una enfermedad renal se requieren
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utilizar las tres técnicas de microscopia independiente del costo, asi de tener en

cuenta tejido para procesar y estudiar en microscopia electrénica.

Figura 13. Micrografia electronica que muestra un corpusculo renal con el epitelio parietal
(c), el espacio capsular (s), los capilares glomerulares (I), algunos de los cuales contienen
eritrocitos (*), los podocitos (p) y las células endoteliales (e). Aumento 2000x [9, 10].

En la practica diaria de nefropatologia, y con fines de diagnéstico y manejo de
pacientes, sin tener en cuenta la investigacion ni la docencia, la microscopia
electrénica puede considerarse como un estudio adicional, complementario de las
otras dos técnicas, y se realizaria este estudio en casos sospechosos de alguna de
las enfermedades citadas (por un resultado dudoso en la técnica de
inmunofluorescencia.), y en casos de cualquier otra glomerulopatia en la cual, por
cualquier razén, el patdlogo no ha podido llegar a un diagndstico preciso con la
microscopia de luz convencional y la inmunofluorescencia. Por lo tanto, idealmente,
siempre deberia guardarse tejido fijado para microscopia electronica y hacerse esta
técnica de acuerdo a los resultados de las otras dos y siempre a discrecion del
patélogo. En la figura 14 se muestra un glomérulo al que el fluoréforo agregado hace
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fluorescer los anticuerpos depositados en los componentes celulares, vistos bajo el

microscopio de fluorescencia.

Figura 14. Imagen de glomérulo visto al microscopio utilizando la técnica de

inmunofluorescencia.

2.5 PRINCIPIOS DE MORFOMETRIA

El término morfometria es derivado del griego morfos, y significa “medida de forma”.
En biologia y medicina, ésta es la ciencia de la medicién de formas en los tejidos
[27]. Esto significa medir el area, perimetro, longitud y nimero de algun tejido o tipo
de célula de interés. La morfometria biolégica no es una ciencia nueva, después de
la invenciéon del microscopio alrededor de 1610 [24], los cientificos han buscado
ejecutar analisis cuantitativos sobre las diferentes partes o componentes del tejido
que ellos han observado. Antes de la invencién de la estereologia moderna, los
métodos morfométricos se basaban en geometria euclidiana clasica que eran
basados en supuestos, de tal manera que los elementos de los tejidos fueran
correspondidos con cuerpos geomeétricos clasicos, las células, por ejemplo, eran
asumidas como esferas. Hoy en dia el término morfometria puede ser utilizado en

analisis de imagenes y estereologia.
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Con base en los supuestos obtenidos de diversos experimentos, se llegd a la
conclusién de que la estimacidn precisa del numero de objetos biolégicos, asi como
sus formas y tamanos promedio no podian ser obtenidas a partir de las secciones o
cortes histolégicos usando este método de morfometria tradicional.

El principio disector fue inventado por el estereologista danés Sterio en 1984 [29], y
fue el primer método de conteo efectivo de particulas en un volumen de tejido
especifico, y entre sus ventajas se encuentra que ya no se asume el tamaro, forma y
orientacion de una particula en una regién de un tejido dado. El disefio del método
disector hace posible sobrellevar los problemas de morfometria clasica sin tener en
cuenta las suposiciones y los factores de correccion matematicos. El método disector
es utilizado para estimar el numero discreto de objetos en un espacio de referencia
definido y consiste en un par de secciones con una distancia conocida entre si, de tal
manera que si la traza o marca de un objeto ha sido visto en una seccién pero no en
la siguiente, entonces se contara como un objeto [30]. (Figura 15).

Figura 15. Esquema de un corte histoldgico. El plano A contiene dos objetos mientras que el
plano B solo uno, y solamente se cuenta el objeto grande de A. T es el espesor entre los dos

planos de corte [30].

La invencion de este principio ha revolucionado los métodos de andlisis cuantitativo,

ya que este podria en teoria admitir las formas mas severas de sesgado de
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informacion introducido por la forma de corte de los tejidos histolégicos de tres
dimensiones a dos dimensiones. Hoy en dia, un gran numero de métodos
estereolégicos han sido desarrollados para estimar de manera eficiente las
cantidades totales o promedio de un conjunto de objetos [31].

En el caso de tejido renal, los procedimientos histolégicos deben tener en cuenta el
principio disector, ya que no es lo mismo realizar un corte a 3 ym que a 5 um; el corte
mas delgado proporcionara una vision mas detallada de los nucleos de las células y
tendra en cuenta que estos no estén sobrepuestos, mientras que si el corte es mas
grueso no se podran distinguir los nucleos entre si, por lo tanto se corre el riesgo de
introducir errores en las mediciones y de establecer un mal conteo celular. Ademas,
el nimero de nucleos celulares manteniendo un corte grueso es mayor que si el

corte es méas delgado.

Como se observa, el principio disector debe ser controlado correctamente, para no
introducir informacion errénea en las medidas, aunque si el corte esta bien realizado
y atraviesa por el extremo de un nucleo, este aparecera como una zona mas
pequefa en comparacion con las demas células, de tal manera que el algoritmo

implementado debera discriminarlo por su tamano.
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Capitulo 3. SISTEMAS DE VISION ARTIFICIAL

La percepcion esta definida como la sensacion interior que resulta de una impresion
material hecha en los sentidos. Si se mantiene esta definicion se podria decir que la
percepcion visual se fundamenta en adquirir por el sentido de la visién las imagenes,

impresiones o0 sensaciones externas para comprender 0 conocer un objeto.

Desde los antiguos griegos hasta estos dias, la forma en como se procesa e
interpreta la informacion visual ha estado presente para la mayoria de las ciencias.
Los estudios de Kepler sobre el analisis geométrico de la formacién de la imagen en
el ojo, los de Newton sobre vision en color y los de Helmhotz sobre Optica fisioldgica
y Wertheimer sobre el movimiento aparente de agrupaciones de puntos o campos,
establecieron las bases actuales de las teorias de percepcion visual, formulandose
preguntas acerca de como el ser humano percibe el mundo exterior y de qué forma
procesa y representa dichas sensaciones captadas por los sentidos. La aparicion de
los computadores fue de gran importancia para desarrollar el tratamiento de la

informacién en el estudio del sistema de vision humana [32].

Pero no solo debe tener en cuenta al computador como la Unica herramienta para
analizar y almacenar la informacién visual; también los avances tecnolégicos en el
disefio y construccion de dispositivos para capturar imagenes, realizados con la
finalidad de acercarse al mundo visual real, son importantes gracias a que su
informacion espacial puede manipularse en forma de matrices de valores numéricos

para su posterior procesamiento en el computador.
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El procesamiento de imégenes tiene como finalidad transformar una imagen en otra
[33] mediante algoritmos que mejoren el aspecto de la imagen inicial para su
posterior andlisis o interpretacion. El analisis de imagenes trata con clases de
imagenes definidas para obtener descripciones especificas de dichas clases [32].
Aunque para muchos especialistas en el tema exista un solapamiento entre estos
conceptos, diferente a lo que opinan otra cantidad de expertos, las aplicaciones de la
visién artificial han sido variadas y han empezado a crecer en los ultimos afnos,
desde aplicaciones militares, control de calidad, control de trafico, identificacion,

seguridad, robdtica, agricultura hasta la biologia y la medicina.

3.1 LA IMAGEN DIGITAL

Una imagen esta definida como una funcién bidimensional de la intensidad de la luz,

denotada como f(x,y), donde la amplitud de f en las coordenadas (x, y)es el valor

de la intensidad o iluminacién de la imagen en ese punto. Las imagenes percibidas

generalmente provienen de la luz reflejada por los objetos. La naturaleza de f(x, y)

esta caracterizada por dos componentes: 1) la cantidad de luz incidente proveniente
de la fuente sobre la escena y 2) la cantidad de luz reflejada por los objetos de la

escena [34]. Estos componentes son denominados iluminacion i(x,y) y reflectancia

r(x,y), respectivamente. El producto de estas funciones genera la funcién f(x,y):

flxy)=i(x, y)r(x,y) (1)

Donde 0<i(x,y)<e y 0<r(x,y)<l1, lo que muestra que la reflexién estda acotada

entre 0 (absorcién total) y 1 (reflexion total) [33]. Teniendo en cuenta la anterior
definicion, se puede decir que una imagen depende de la fuente de iluminacién y de
las caracteristicas que presentan los objetos para reflejar la luz.

Para utilizar una imagen en el computador, se debe digitalizar su amplitud y su

espacio. La digitalizacion de las coordenadas espaciales (x,y) se denomina
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muestreo de la imagen y la digitalizacibn de la amplitud se conoce como
cuantificacion del nivel de gris [33]. Por lo tanto una imagen digital esta determinada
por una matriz de NxM elementos, donde cada elemento de la matriz se denomina
pixel y su valor corresponde a su nivel de gris y su posicién en el espacio lo
determina la fila y la columna. La cuantificacion del nivel de gris es la conversion

sobre la amplitud de la sefal analégica f(x,y) [35, 36]. La figura 16 muestra la

digitalizacion de una imagen real.
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Figura 16. Digitalizacion de una imagen real. La imagen digital, obtenida a partir del
muestreo espacial, esta constituida por una matriz NxM donde cada elemento se denomina
pixel.

En el caso de 256 niveles de gris (0 - 255), la conversién considera el nivel 0 como
un objeto no iluminado o que absorbe todos los rayos luminosos que inciden sobre él
(color negro), y el nivel 255 como un objeto muy iluminado o que refleja todos los
rayos luminosos que inciden sobre él (color blanco) [36]. El numero de niveles de
gris en una imagen esta dado por NG =2", donde mes el nUmero de bits por pixel
en la imagen. Segun esto, para obtener 256 niveles de gris son necesarios 8 bits (1
byte) para representar cada pixel. Ahora, el nimero de bits necesarios para
almacenar una imagen digital esta dado por b=NxXM xm.

La resolucién de una imagen es un concepto ligado al grado de detalle de una

imagen y depende del muestreo y del numero de niveles de gris. A medida que se
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incrementan estos dos parametros, la imagen digitalizada se asemeja mas a la
imagen original [35]. El costo computacional crece a medida que el tamaro de la
imagen y el numero de niveles de gris aumentan, haciendo limitada la resolucion de

la imagen para su procesamiento.

Para obtener una imagen a color hay que transformar los pardmetros cromaticos en
eléctricos, al igual que en las imagenes en gris, y representar los colores, lo que se
puede realizar mediante varios espacios de color. Un espacio de color es un método
por el que se puede especificar, crear o visualizar cualquier color, estos dependen

del tipo de sensor que captura la imagen y las diversas aplicaciones [36].
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Figura 17. Imagenes correspondientes a los planos del espacio RGB. Imagenes adquiridas

con el sistema implementado.

El espacio de color RGB combina tres sefales de luminancia cromatica distinta: el
rojo, el verde y el azul (Red, Green, Blue). Para conseguir un color concreto se

realiza la suma aritmética de sus componentes. Cada sefal corresponde a un plano
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o imagen en nivel de gris, por lo tanto una imagen a color estd compuesta por la
suma de tres imagenes en niveles de gris. Un pixel de la imagen a color esta
conformado entonces por 3 bytes, cada uno asociado a un color, o lo que es lo
mismo una imagen de 24 bits (8 por cada color), esto se conoce como profundidad
de color. El numero de colores estara determinado por la multiplicacién
256x256x256 dando origen a 16.777.216 (16 millones de colores) posibles colores.
La figura 17 muestra la imagen de un glomérulo y su descomposicion en los tres

canales del espacio RGB.

3.2 ETAPAS DE UN SISTEMA DE VISION ARTIFICIAL

Los sistemas de vision artificial son ampliamente utilizados en varias areas del
conocimiento, lo que los hace dependientes de la tarea a desarrollar. Las etapas de
estos sistemas varian entonces dependiendo del conocimiento previo del medio a
estudiar, del tipo de imagen adquirida, de la informacion contenida en ella y del
objetivo que el analisis de dicha imagen debe cumplir. Es muy importante conocer el
medio en el cual se va a trabajar antes de iniciar el proceso, debido a que se deben
tener en cuenta algunas variables extras que son implicitas al problema, como por
ejemplo el proceso de tinciébn de una placa histolégica. Si se controlan estas
variables es mas facil abordar los siguientes pasos del proceso.

La figura 18 muestra un diagrama de las etapas basicas de un sistema de vision
artificial en general. Son importantes las etapas de adquisicion, preprocesamiento,
segmentacién, extraccion de caracteristicas, reconocimiento y clasificacién de las

imagenes.

3.2.1 Adquisicion y digitalizacion de la imagen. La captura de una imagen debe
ser adecuada, ya que si se pierde informacién en la imagen esta no puede
rescatarse. Un sistema de adquisicién cuenta con una fuente de iluminacién, los
elementos sensores y una tarjeta digitalizadora, comunmente conocida como

framegrabber, para digitalizar la sefal analégica generada por el sensor [37].
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Figura 18. Etapas generales de un sistema de visién artificial [30].

Las cadmaras o sensores de imagenes son los elementos encargados de capturar la
informacién luminosa de la escena, y transmitirla al computador como una senal
analogica o digital. En la gran mayoria de las aplicaciones son utilizadas las
denominadas camaras de estado solido. Estas camaras se basan en dispositivos de
carga acoplada (CCD, por sus siglas en inglés) como sensores. Un CCD es un
conjunto de fotosensores que detectan la luz incidente y la convierten en una senal
eléctrica, y estan conectados de tal forma que la carga de salida de uno de estos
elementos sea la carga de entrada para el siguiente, dicha carga es transferida
teniendo en cuenta un registro de desplazamiento horizontal y otro vertical, para el
caso de imagenes bidimensionales. Estas camaras tienen la ventaja de tener una
respuesta lineal, operar en varias bandas, amplio rango dinamico y gran variedad de
disefos. Para conocer otros aspectos tedricos del funcionamiento de las camaras
CCD revisar las referencias [33, 36].

3.2.2 Preprocesamiento. Los algoritmos de preprocesamiento tienen como finalidad
mejorar la apariencia de la imagen de acuerdo a las caracteristicas que deben ser
extraidas. Generalmente, se resaltan estas caracteristicas y se elimina todo aquello

que las oculta. La imagen de entrada es procesada dando como resultado una
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imagen mejorada para ser analizada mas fécilmente. Esta etapa es netamente
dependiente de la aplicacion requerida, ya que un algoritmo que corrija una imagen

especifica no lo hara con otra diferente bajo otras condiciones [37].

Dentro de las técnicas utilizadas se encuentran las transformaciones que modifican
el contraste (diferencia entre los pixeles claros y los oscuros), tales como la
modificacion del histograma y las transformaciones matematicas; técnicas que
eliminan el ruido de la imagen, tales como los filtros lineales espaciales, filtros paso
bajo, que suavizan las imagenes y atenuan el ruido; filtros paso alto, que mejoran los
limites o bordes de la imagen, filtros no lineales y filtros en el dominio frecuencial.
También existen técnicas que realzan los bordes de la imagen, tales como los filtros
lineales espaciales. La finalidad de esta etapa es obtener una imagen resultante con

una relacion senal ruido mayor que la de la original.

3.2.3 Segmentacion. Para reconocer y clasificar los objetos de interés en una
imagen se necesita previamente identificarlos. El objetivo principal de la
segmentacién es separar los objetos de interés del fondo de la imagen vy

diferenciarlos entre si.

La segmentacion se basa en tres propiedades: la similitud enfatiza que cada pixel de
un determinado objeto debe tener valores parecidos para una caracteristica. La
discontinuidad destaca el hecho de que los objetos resaltan del fondo y por lo tanto
tienen unos bordes bien definidos. Por ultimo, la conectividad consiste en que los

pixeles de un mismo objeto tienen que estar contiguos o agrupados [33].

Estas propiedades son ideales, ya que siempre existira ruido en la imagen, la
iluminacion no sera constante y existiran defectos en el objeto estudiado, asi como
los bordes no siempre se encuentran bien definidos y los objetos algunas veces
pueden estar ocultos entre ellos.
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Existen muchas técnicas de segmentacién, las mas conocidas son las basadas en la
umbralizacion, que convierte una imagen en niveles de gris a una nueva imagen con
solo dos niveles de gris (blanco y negro) o imagen binaria, de tal forma que los
objetos quedan separados del fondo. Esta técnica se basa en que los objetos de
interés presentan los mismos valores de nivel de gris. Otra de las técnicas es la
segmentacion por color, en esta se hace uso de la informacion presentada por los
histogramas de los tres planos de la imagen para escoger el color adecuado que

separe los objetos del fondo.

Después de umbralizar la imagen, el siguiente proceso es el etiquetado, que consiste
en asignar un nivel de gris a cada objeto para diferenciarlos entre si. Otra técnica de
segmentacién muy utilizada es el crecimiento de regiones basado en el crecimiento
de un punto semilla, al cual se iran anadiendo pixeles de las mismas caracteristicas

hasta que ninguno de los pixeles cambia sus propiedades.

Existen algunas técnicas mas avanzadas que permiten segmentar los objetos de una
determinada imagen que se basan en los conceptos de morfologia matemética, y son
aplicados en imagenes binarias y en niveles de gris. A continuacion se muestran

algunas de estas técnicas especiales.

3.2.3.1 Morfologia matematica. Una vez terminados los algoritmos de
segmentacién, cada uno de los objetos presentes en la imagen son analizados
individualmente, pero antes se debe mejorar la forma de estos para que la
clasificacién o interpretacion de la imagen sea la mejor posible. Las transformaciones
morfoldgicas modifican la estructura o forma de los objetos presentes en la imagen
[36].

Dentro de la morfologia matematica, tanto binaria como en niveles de gris, se
encuentran los operadores elementales llamados erosion y dilatacion, y a partir de
estos operadores se derivan algunos procedimientos para corregir los defectos en

una imagen, dentro de los que se destacan principalmente el cierre y la apertura. El
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primero consiste en una combinacién de una dilatacién seguida de una erosién bajo
el mismo elemento estructurante, y el segundo consiste en la operacién dual, es
decir, una erosion seguida de una dilatacién. El elemento estructurante consiste en
un conjunto de puntos que sirven para determinar la estructura de un conjunto u
objeto. La erosién consiste en una degradacion progresiva de los objetos de la
imagen, mientras que la dilatacién es la operacion dual, es decir, consiste en el
crecimiento progresivo de los objetos de la imagen. Para un mejor conocimiento de

las nociones de la morfologia matematica binaria y en niveles de gris consultar [41].

3.2.3.2 Reconstruccion de imagenes. La reconstruccion de una imagen puede ser
binaria o en niveles de gris. Para lograr la segmentacién del espacio de Bowman se
aplico este concepto, enfocado a niveles de gris. Pero para entender este proceso se
debe abordar primero la reconstruccién binaria.

Segun Vincent, una reconstruccion binaria p,(Z)de un conjunto binario finito S a

partir de Z < S con el elemento estructurante unidad B est4 dado por:
Ps(Z) =limdil’(...dil% (Z)) (2)

Donde S se denomina mascara y Z es el marcador de dicha mascara. La
reconstruccion no solo se aplica para extraer algunos objetos de interés en la
segmentacién de una imagen, sino que también es una herramienta poderosa para
mejorar la segmentacién en los casos que existan objetos dificiles de ocultar. Una de
las implementaciones que se le d4 a este topico es al procesamiento de imagenes
microscopicas, en donde a menudo aparecen conjuntos de pixeles u objetos que
tocan el borde de la imagen, que al momento de ser analizados estadisticamente,

introducen error a las mediciones. El objetivo es eliminar dichos conjuntos.

Una manera eficiente y elegante de realizar este proceso consiste en usar una

reconstruccion de la imagen X a partir de una imagen de bordes como marcador.
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Esta imagen es del mismo tamafio que la imagen a ser reconstruida y contiene

solamente los puntos de los bordes [41].

Por ejemplo, se tiene la imagen X, que presenta objetos (denotados por ) que tocan
el borde, el elemento estructurante B y la imagen de bordes X5, Y €N todos ellos el

fondo de la imagen esta denotado como (-):

Xbordes = -

TEEESEERREREN (4)
El primer paso consiste en buscar la interseccion entre X'y X405, CUy0 resultado va a

constituir la imagen marcadora, llamada Z:
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Utilizando la definicion (2), se realiza la reconstruccién de X mediante el marcador Z,
esto significa que se deben realizar dilataciones condicionadas por el elemento

estructurante:

dil 3 (2) =
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Luego de varias dilataciones sucesivas se alcanza la idempotencia (es decir que se
puede continuar con el proceso y el resultado no cambiarad) y la reconstruccion de X
por Z sera:

px(Z) = lim dily(.. dilx(2))

N—++00

n . .

NI (7)
Es facil ver que el conjunto de objetos reconstruidos corresponde a objetos que tocan
el borde de la imagen original X. De forma trivial, se realiza la sustraccion entre X y
su reconstruccion para obtener una imagen X,.... que eliminara dichos conjuntos del

borde de la imagen:

[l

-‘:nueva =X — PX(Z) = |.. o:.. - -

Clle.le. e w. (8)
Ahora se analizara el concepto de reconstruccién de imagenes en niveles de gris. La
reconstruccion en niveles de gris es la secuencia légica de la reconstruccion binaria,
pero la gran diferencia de la reconstruccion de niveles de gris en relacién a la binaria
es que la imagen no sera perfectamente reconstruida [41]. La figura 19 muestra este
concepto en donde la funcion f corresponde a la imagen original y la funcién g es la
imagen marcadora, y la reconstruccién entre estas dos imagenes aparece al lado
derecho, en la que se nota que los picos de la imagen original no alcanzan a ser

reconstruidos en su totalidad debido a la forma de la imagen marcadora.

Segun Vincent, la reconstruccién en niveles de gris del conjunto de niveles de gris S
por el conjunto de gris Z es:

pPs(2) = Max(nzl)dil;fBS (Z) = Max, ., dil; (dil{ (Z)) (9)
Y la reconstruccién dual estd dada por el concepto de erosion asi:
ps(Z)= Min(nzl)erog’Bs (Z)= Min(nZ])eroég (erol(Z)) (10)
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Como en el caso de la reconstruccion binaria, donde son extraidos los subconjuntos
S marcados por los marcadores Z, la reconstruccion en niveles de gris permite
extraer los picos de la imagen en niveles de gris que son marcados por la imagen de
marcadores. Esta extraccibn sera realizada por la operacion Tophat por
reconstruccion, que similar al Tophat euclidiano, consiste en eliminar las regiones

heterogéneas por sustraccion de la imagen original y la imagen reconstruida.

Figura 19. Representacion de la reconstruccion de imagenes en niveles de gris. La figura a)

muestra la imagen mascara fy marcadora g, y la figura b) muestra la reconstruccién en gris.

3.2.3.3 Ultima erosion binaria. Sea X una imagen constituida de subconjuntos que
estan sobrepuestos. Por erosion de X mediante el elemento estructurante nB, ha
medida que n aumenta, los subconjuntos van gradualmente disminuyendo de
tamano, algunos de ellos van a separarse de otros o van a desaparecer. Guardando
lo que sobra de cada subconjunto antes de su remocién definitiva, es posible probar
que el conjunto constituido de los residuos de cada subconjunto constituye una

ultima erosion Uly(X) de la imagen binaria X [41].

3.2.3.4 Funcion distancia. Las funciones distancia trazan la distancia desde el
marcador en una imagen binaria hasta el nivel de gris determinado. Existen dos tipos
de funciones distancia, la distancia normal y la distancia geodésica. Se va a definir el

primer tipo pues fue esta la que se utilizd en este trabajo:
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La funcién distancia normal erosiona los objetos, ajustando los pixeles removidos a
un nivel de gris mayor en la imagen gris de salida. El efecto neto es que para cada
objeto en la imagen binaria, entre mas grande sea la distancia desde el borde, mas
grande sera el nivel de gris en la imagen de salida. El nivel de gris va aumentando
desde el borde del objeto hasta el centro de este y la forma exacta de la funcién
distancia esta dada por la forma del objeto y el elemento estructurante utilizado [43,
45]. En la figura 20, se ve la perspectiva tridimensional y bidimensional de la traza
topolégica de la funcién distancia, ademas se observa que los puntos de ultima
erosion son justamente la cima de los picos en la funcion distancia y el resultado al

aplicar esta segmentacién entre tres objetos que se tocan entre si.

Figura 20. Ejemplo de segmentacion de objetos usando la funcién distancia. a)
Segmentacién de objetos usando la funcion distancia, b) Perspectiva en dos dimensiones, c¢)

Perspectiva en tres dimensiones.

El procedimiento de segmentacién basado en la funcidén distancia consiste en una
operacion que permite la apropiada segmentacién de algunos objetos que se
encuentran unidos, trazando las fronteras adecuadas entre ellos y manteniendo sus

formas, usando la funcién distancia como una guia durante el proceso de
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reconstruccion. Empezando en el punto de ultima erosion correspondiente al valor
mas grande de la funcién distancia, la segmentacion reconstruye un nivel del objeto
al tiempo a medida que la funcién distancia disminuye, esto es como si los
marcadores fueran descendiendo en altitud desde los picos de la funcién distancia en
forma topologica. Mediante dilataciones geodésicas sucesivas, el punto semilla va
creciendo hasta alcanzar una altitud de cero en la funcién distancia, lo que indica que
la reconstruccién ha alcanzado los limites o fronteras de los objetos originales dados

por la imagen mascara.

La sobresegmentacion puede ser manejada mediante el uso del parametro filtro, que
es la medida de la resolucién de la funcidon de segmentacién, entre mas grande sea
el tamano del filtro, mas burda es la segmentacién. De hecho, el tamafno del filtro
indica el tamafno de una apertura que es ejecutada en cada etapa de la
reconstruccion. El efecto es que pocos limites de segmentacién se encuentran
cuando el tamafo del filtro aumenta, lo que se traduce en una reduccion de los

efectos de sobresegmentacion.

En la figura 21 se ven los objetos denotados como X y los puntos semilla denotados
como z. Una dilatacién geodésica consiste, en base a un elemento estructurante,
realizar la dilatacion binaria del punto semilla hasta encontrar los limites del objeto.
En la figura 22 se muestra un ejemplo de una erosion y una dilatacién geodésica, Los
objetos originales estan representados por X (en amarillo) y los puntos semilla se
denotan como Y (en azul) y las operaciones son Ex(Y) para la erosién y Dx(Y) para la

dilatacién, ambas en color gris.

3.2.4 Extraccion de caracteristicas. Los objetos que ya fueron segmentados en la
etapa anterior deben ser ahora clasificados, para realizarlo se deben tener en cuenta
las caracteristicas que identifican a cada objeto. Cada objeto esta representado
entonces por un vector de caracteristicas que agrupa los valores numéricos de estas

y alimenta un sistema de clasificacion.
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Figura 21. Esquema de una dilatacién geodésica a partir de un elemento estructurante

definido. La imagen a) corresponde a los objetos a dilatar, y la imagen b) muestra la

dilatacion geodésica.

DL/
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Figura 22. Ejemplo de una erosion Ex(Y) y una dilatacion Dx(Y) geodésica.

Las caracteristicas que se consideran no deben redundar entre si, puesto que debe
evitarse la saturacion de informacién en el vector de caracteristicas, de lo contrario el
costo computacional aumenta considerablemente. Ademas, deben estar acorde a la
apariencia de los objetos, es decir que representen de la mejor forma al objeto, no

que lo opaque ante los demas [37].

Dentro de los pardmetros que se pueden utilizar estan las medidas de érea,
perimetro, longitud, factor de forma, redondez, numero de huecos de un objeto, nivel

de gris promedio, entre otros y existen otros que, dependiendo de la aplicacion,
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surgen como combinaciones entre estos para identificar plenamente un objeto. La
implementacién de un vector de caracteristicas para cada objeto debe pensarse de
manera que no eleve el costo computacional, por lo tanto es necesario realizar una

depuracion de las caracteristicas.

Una forma de realizar dicha depuracion es haciendo uso de funciones discriminantes
o aplicando algunos coeficientes de correlacidén entre las caracteristicas que definen
el vector. El coeficiente de correlacién de Pearson es uno de estos y se basa en
métodos graficos que correlacionan dos variables, de tal forma que si su respectiva
gréfica es una linea recta, se dice que ambas estan directamente correlacionadas y
cualquiera de las dos caracteristicas, no ambas, puede entrar en el vector. Por el
contrario, si el coeficiente es igual a cero, entonces no se presenta correlacién entre
las variables y ambas deben estar incluidas en el vector de caracteristicas, ya que

describen informacién independiente.

3.2.5 Clasificacion. Los vectores de caracteristicas depurados contienen las
propiedades que identifican cada objeto; los objetos que comparten caracteristicas
similares son agrupados en clases o clusters que tendran diferencias bien definidas

entre ellas.

Durante el proceso de aprendizaje el objeto se agrupa a un cluster con determinados
valores numéricos de las caracteristicas que lo definen, de tal forma que todos los
objetos queden contenidos dentro de sus respectivas clases, y cada clase presente
un limite bien definido para asi evitar el solapamiento entre estas y por ende una

mala clasificacion.

Existen varios métodos de clasificacion de objetos en imagenes, tales como los
clasificadores estadisticos, los clasificadores discriminantes, los de minima distancia,
y las redes neuronales, entre otros. En general, el método escogido depende de la

aplicacién requerida y del costo computacional que se desea.
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Posteriormente, con base en la clasificacion, se realiza la evaluacién del sistema en
términos de su eficiencia, por lo que debe tener un numero de acierto alto y el
algoritmo disefiado debe ser lo suficientemente rapido para analizar la imagen
estudiada. Comunmente, los sistemas de vision artificial siguen un respectivo
diagrama de flujo en el que se muestre el procesamiento de la informacién en cada
etapa en forma general.

3.2.5.1 Tipos adecuados de clasificadores. Las caracteristicas elegidas para la
clasificacién deben cumplir cuatro propiedades: 1) Discriminacion, es decir que las
caracteristicas deben tomar valores significativamente distintos para las diferentes
clases, 2) Fiabilidad, es decir que las caracteristicas deben tomar valores similares
para todos los objetos de la misma clase, 3) Independencia, es decir que las
caracteristicas no deben estar correlacionadas unas con otras, de lo contrario
reflejarian la misma propiedad del objeto y 4) Numero, el nUmero de caracteristicas
debe ser el méas pequeno posible, de lo contrario la complejidad aumenta

considerablemente.

El reconocimiento de objetos tiene tres enfoques principales: 1) Reconocimiento
estadistico, que se basa en la determinacion y uso de funciones de probabilidad para
la clasificacién, 2) Reconocimiento sintactico, que trata de analizar la estructura de
los objetos a clasificar, 3) Reconocimiento mediante redes neuronales, que trata de
imitar el modelo y funcionamiento de los sistemas biol6gicos: las neuronas, y
reconocimiento mediante agrupacion de datos, que depende del conocimiento a

priori de las clases [36].

Los clasificadores o reconocedores estadisticos usan la teoria de probabilidades
para emparejar al objeto a clasificar con el de la base de datos cuya probabilidad sea
mayor. Estos métodos son denominados a priori ya que suponen el conocimiento de
toda la informacion necesaria y suficiente para la clasificacion, es decir el nimero de
posibles objetos y el tipo y valores concretos de sus funciones de probabilidad.
Existen varios algoritmos de clasificacion estadistica: discriminantes lineales,

clasificadores bayesianos y de arbol. Estos métodos no fueron implementados
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debido a que no se conocian muy bien las caracteristicas que representaban los
nacleos celulares, aunque si se conocian las clases de células que se debian

clasificar.

En el caso de las redes neuronales artificiales, estas presentan una alta complejidad
para su entrenamiento, ademas requieren de un alto costo computacional para la
gran cantidad de datos que se manejan en los vectores de caracteristicas. Aunque la
red neuronal es un método robusto para la manipulacion de la informacion, se debe
tener en cuenta que la aplicacién software es implementada en el programa QUIPS
de Leica, y este software no presenta opciones de disenar redes neuronales y mucho
menos formas de entrenarlas. A pesar de que la opcién podria haber sido la de
exportar los datos de los vectores de caracteristicas a otro software, para haber
utilizado redes neuronales, este procedimiento pierde rapidez al realizar todas las
operaciones y dar el resultado esperado. Debido a la complejidad en el manejo de
las redes neuronales y por haber encontrado otro método mas simple y eficiente de
clasificacién, no se trabaj6 este tipo de clasificadores. El algoritmo empleado para la
clasificacién de los nucleos celulares glomerulares es el de k-means o k-medias, que

sera descrito a continuacion.

3.2.5.2 Algoritmo de K-Means. El algoritmo de agrupamiento k-means o ISODATA
es el ejemplo mas popular de un algoritmo que ejecuta ajustes iterativos de k
centroides de clases [46]. Este algoritmo fue presentado originalmente por McQueen
en 1967 y permite agrupar objetos, basados en caracteristicas o atributos, en un
numero k de grupos, siendo k un numero entero positivo [49]. En general este

algoritmo se puede expresar de la siguiente manera: [50]

A partir de la matriz de datos X,.,, la funcion que se va a minimizar en el proceso de

clasificacién es la suma total de los cuadrados de los errores T, cuya expresion esta
dado por:
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1[0, c C,]serd igual a 1 si el objeto O; ha sido asignado a C; o de lo contrario, si O; no

2

., ©s la distancia

ha sido asignado a C; entonces I[O, c C,]sera igual a cero. e

euclidiana al cuadrado de cada objeto al centroide del grupo C; y corresponde a:

P 2
€y = 2%y — Xtk (12)
=1
_ | &
Donde: Xk j =n_zl[0i <Gl (13)
k=1
N
nk=ZI[OiCCk] (14)
i=1

Ya en la practica, este algoritmo parte del conocimiento a priori del nUmero de clases

pero no de sus caracteristicas. La técnica implementa el siguiente algoritmo iterativo:

1. De entre los objetos a clasificar O,, 0,, 0;...0; se escogen, de forma arbitraria,
tantos elementos como numero de clases y se considera que constituyen los K
centroides xu,; (0 valores prototipo) de cada clase o cluster.

2. El resto de los elementos se asignan a cada clase siguiendo el criterio de minima

, o
distancia e;,

a los centroides antes elegidos.

3. Serecalculan los K centroides de cada clase. Para ello se toma la media de todos
los valores dentro de cada clase.

4. Se vuelven asignar nuevamente, todos los elementos a cada clase con el criterio

de minima distancia.
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5. Se vuelven a calcular los centroides. Si no varian se considera que el algoritmo
ha terminado, si no, se vuelve a repetir el paso anterior. Al no cambiar los

centroides, se encuentran las fronteras de las clases o clusters.

Existen varios factores que influyen sobre el comportamiento del algoritmo: el
numero prefijado de clases, los centroides iniciales y la distribucién geométrica de los

valores.

3.2.5.3 Entrenamiento y validacion del clasificador. De la misma manera que en
las redes neuronales existen dos fases, una de entrenamiento o aprendizaje y otra
de prueba, en el algoritmo de k-means sucede algo similar. Para ellos se debe dividir
en dos las muestras que van a ser analizadas, dejando el primer grupo para el
proceso de entrenamiento y el segundo para la parte final o de prueba.

En la fase de entrenamiento, se utiliza el conjunto de datos que proviene de las
iméagenes de entrenamiento para determinar los centroides del clasificador. Durante
esta etapa se realizan todas las correcciones posibles sobre el clasificador, hasta
que las fronteras entre clases estén correctamente delimitadas y nunca se deben

utilizar las imagenes del conjunto de prueba.
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Capitulo 4. METODOLOGIA E IMPLEMENTACION

Los hallazgos obtenidos en histopatologia renal mediante herramientas del
procesamiento digital de imagenes, se han basado en los ultimos afos en estudios
realizados mediante técnicas de inmunohistoquimica, en los que se utilizan
“marcadores” de células para determinar la presencia de algun tipo de patologia [38].
La otra técnica que sigue siendo explotada en estas investigaciones es la
microscopia electrénica, tanto de transmision como de barrido; la primera puede
detectar desde cambios de la membrana basal, hasta observar el complejo
citoplasma de las células; mientras que la segunda ha permitido mejorar y analizar la
perspectiva espacial de un glomérulo, sus capilares y vias sanguineas. La técnica
mas comun en este tipo de estudios, la microscopia Optica, se ha tenido en cuenta
en algunas investigaciones, solamente que las tinciones empleadas no son las de
rutina, por lo que se convierte en un estudio costoso [6-8]. También se han realizado
investigaciones que analizan la morfologia y fisiologia de los riflones en los animales,
con el fin de abstraer algunas ideas que beneficien el entendimiento del rifndn
humano, asi como determinar la ventaja de un cierto farmaco que permita tratar de

una mejor manera una patologia especifica.

El propésito general de esta investigacion es implementar un sistema de vision
artificial que permita analizar las imagenes de glomérulos normales, obtenidas en
biopsias renales, haciendo uso de la microscopia Optica, y teniendo en cuenta la
obtencién previa de los parametros estandar, tales como la preparacion de las
muestras y captura de imagenes, para asi encontrar los paradmetros morfolégicos

normales que caracterizan al glomérulo.
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4.1 MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS

En las siguientes secciones se describe detalladamente el sistema implementado
para el analisis de imagenes de biopsias renales mediante microscopia Optica;
primero se muestra la secuencia del método de estandarizacion adecuado para
obtener un buen resultado del sistema, a continuacién se presentan las técnicas de
procesamiento digital de imagenes para realizar la segmentacién del glomérulo, y por

Ultimo se detalla el uso del sistema clasificador.

4.1.1 Recolecciéon de muestras. Los parametros de normalidad de un glomérulo se
establecieron en individuos que no presentaran alguna patologia renal diagnosticada;
pero por razones éticas no es posible realizar estas biopsias a personas vivas que se

encuentren bajo condiciones de normalidad.

Debido a esto, las muestras fueron tomadas en el Instituto de Medicina Legal y
Ciencias Forenses-Seccional Cauca, donde a menudo llegan cadaveres de personas
que presentan una causa de muerte violenta, y que posiblemente se hallaban en
condiciones renales normales. No solamente se trataba de recolectar todas las
muestras posibles, sino también de establecer un rango etario, o intervalo de edades,
en el cual el glomérulo estudiado se encontrara en las condiciones morfolégicas de
un adulto sano. Este intervalo se fijo entre los 15 y 35 anos. Otra variable manejada
en este procedimiento fue el tiempo de fallecimiento. Debido a que las muestras
tomadas después de un determinado tiempo se encuentran en estado de
descomposicion, este intervalo de tiempo fue fijado en 6 horas, que cuentan desde el

instante de la muerte y el levantamiento del cadaver, hasta la practica de la autopsia.

Otro aspecto importante en el momento de extraer la muestra es la zona del rinén de
la que se va a tomar la biopsia, ya que los glomérulos abundan en la region cortical
del rifién y estdn en menor cantidad en la zona medular. Las muestras fueron
tomadas de la corteza del rifidn, con un tamano de 2 cm x 2 cm x 2 cm, y fijadas en

formaldehido al 10%. Los rifiones que presentaron algun tipo de lesion, asi como
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aquellos que no cumplieron con los criterios de inclusion anteriormente
especificados, fueron excluidos del estudio. EI numero de individuos representado

como muestra de estudio fue de cinco (5).

4.1.2 Preparacion de muestras. Para preparar un tejido que pueda ser observado
en un microscopio 6ptico se necesita cumplir estrictamente cinco pasos, que son:
fijacion, deshidratacion, inclusion, corte y coloracién. En el caso de las biopsias
renales utilizadas en este trabajo, el procesamiento de las muestras fue elaborado
por el técnico del Departamento de Patologia de la Universidad del Cauca y el

Hospital Universitario San Jos€, y se estandarizaron estas etapas asi:

1) Medio de fijacion: se utiliza formol al 10% de concentracion. Este es utilizado para
evitar la autdlisis o destruccién del tejido o de las células, penetrando el tejido 1
mm por hora. Este proceso garantiza que, los nucleos celulares van a ser
observados claramente a la luz del microscopio y sus caracteristicas seran las
mas reales posibles.

2) Proceso de deshidratacion, aclaracion e infiltracion: la deshidratacion consiste en
extraer el agua al tejido previamente fijado, para esto se utilizan alcoholes en
grados ascendentes de 80%, dos de 90% y cinco de 100%, este ultimo llamado n-
propanol. El procedimiento en grados ascendentes se hace para que el alcohol no
deteriore el tejido en forma quimica. La muestra permanece 1 hora por cada
alcohol. El tejido se encuentra libre de agua, pero no es miscible al medio de
infiltracién (la parafina), por lo que luego se introduce el tejido dos veces en xilol,
obteniendo una muestra libre de agua, alcohol y con el medio necesario para la
infiltracién. La muestra permanece alrededor de 1 hora en cada xilol.
Posteriormente, se introduce el tejido en el medio de infiltracién, la parafina
liquida, a una temperatura entre 56 y 60°C. Este medio penetra totalmente el
tejido y garantiza que al enfriarse se pueden realizar los cortes, ya que es un
medio duro. Toda esta etapa es realizada en un procesador de tejidos Tecnicom.

3) Inclusion: para este proceso se sumergen los tejidos duros en una parafina fuera

del proceso, o parafina limpia suministrada por un dispensador de parafina marca
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Bovimed hasta 70°C, en cajitas cuadradas de papel con sus respectivos rétulos o
marcas, dejandolas enfriar para tener una base que pueda cortar en el
micrétomo. Estas bases van adheridas a un taco de madera.

Corte: este procedimiento se realiza en un micrétomo American Optical 820, de
cuchillas desechables, de perfil bajo con un corte de +/- 4 ym. Este corte se
extiende en un bafio de maria o bafio de flotacion Medax que contiene agua y
poca gelatina con sabor, para que genere un medio adhesivo sobre el tejido. El
agua se encuentra a una temperatura de 40°C, para estirar el corte del tejido. A
continuacion se pesca o recoge el tejido con un portaobjetos de vidrio de 76x26
mm, se rotula en su esquina superior con una punta de diamante dejando asi
marcada la placa con su respectivo bloque. Las laminillas se colocan en una base
de coloracién o gradilla, cada una con capacidad para 24 placas. Luego la gradilla
se introduce en un horno desparafinizador Thelco, que esta a una temperatura
entre 48 y 54°C, por un tiempo de 2 horas. A esta temperatura se garantiza la
evaporacion lenta del agua recogida del bafio maria como también el fundido de
la parafina que lleva tejido en su interior. Realizando esta etapa se garantiza que
el tejido esta libre de agua y parafina; si esto no se cumple, el agua puede
desprender el tejido y la parafina enmascara la coloracion.

Coloracion: Luego de sacadas las placas del horno se dejan enfriar por 10
minutos y posteriormente se introduce la canastilla en xilol nuevamente, por 20
minutos, para quitar los residuos de parafina del tejido. A continuacién se
sumerge la muestra en dos cambios de alcohol n-propanol al 100% alrededor de
5 minutos cada uno, luego en un cambio de 96% por 10 minutos y por ultimo se
lava con agua. Este proceso se realiza con el fin de desvanecer el xilol y los
cambios descendentes se realizan para que no dafien quimicamente el tejido.
Posteriormente, las placas pasan a la hematoxilina por 15 minutos
aproximadamente. La hematoxilina es una coloraciéon progresiva, es decir que
colorea solamente el nucleo celular y al hacer contacto con el agua intensifica
este color a un azul mas oscuro. Esta coloracién también se conoce como
hematoxilina Meyer. Luego se introduce el tejido coloreado en eosina al 1%. La

eosina es el contraste de la coloracion, es decir que colorea el fondo donde se
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encuentran los nucleos (citoplasma vy el resto del tejido). El tejido permanece en
contacto tres minutos con la eosina. Por ultimo se lava la placa de vidrio. Para
quitar el agua depositada en la placa se sumerge en dos cambios de alcohol
etilico al 95% por dos minutos cada uno y dos cambios en alcohol etilico al 100%
por dos minutos cada uno. Luego se realizan dos cambios de xilol por dos
minutos cada uno. Como ultimo paso, se montan los cubreobjetos de 22x40 mm
en resina sintética o resina Permount y se rotula la placa, obteniendo como
producto final una placa con tejido procesado listo para ser observado en el

microscopio.

4.1.3 Equipo de adquisicion de imagenes. El equipo utilizado para la captura de
las imagenes consta de una camara de video CCD a color de arquitectura interline
transfer, que envia una sefal de video YC a una tarjeta digitalizadora dentro del
computador, que convierte la imagen al espacio RGB para su posterior
procesamiento. La cdmara utilizada es de marca JVC, modelo TK-C1380, con un
sensor de 2 pulgada, con 470 de resolucién de lineas de television y 0.95 lux como
la minima iluminacién del objeto. La camara se alimenta con un adaptador de 12V
[39].

4.1.4 Microscopio. El microscopio utilizado durante la ejecucion del proyecto fue un
NIKON Microphot, con mecanismos para desarrollar microscopia de campo claro,
campo oscuro, contraste de fases, contraste diferencial de interferencias y de
fluorescencia. La iluminacién se controla mediante una perilla que mediante una
pantalla muestra el grado de intensidad luminosa de la ldmpara. El microscopio
cuenta con un tambor de objetivos de 4x, 10x, 20x, 40x, 60x y 100x, y ademas
cuenta con un aumento intermedio después de la lente de proyeccién, que alcanza
valores de 1x, 1.25x, 1.5x, 1.6x y 2x; por lo tanto se pueden alcanzar aumentos hasta
de 200x [19].
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Figura 23. Fotografia del sistema implementado en la Unidad de Microscopia Electronica
(Universidad del Cauca).

Este microscopio cuenta también con un selector de filtros, dentro de los que se
encuentran el ND2 (T=50%), ND8 (T=12.5%) y ND32 (T=3%), donde T es la
transmision de la luz, y son utilizados para microscopia en general y ajuste de la
luminosidad en fotomicrografia. El filtro HE (filtro didimio) se utiliza para
fotomicrografia en color de muestras tefiidas con Hematoxilina Eosina, con pelicula
del tipo de tungsteno. El filtro GIF (filtro verde interferencial) se usa para contraste de
fase, DIC y ajuste del contraste, con pelicula en blanco y negro; por ultimo, el filtro
NCB 10 (filtro de balance de color) es utilizado para microscopia general y

fotomicrografia en color.

En el desarrollo del sistema implementado, se emplearon imagenes capturadas a
25x de aumento. Como algunos objetos de la imagen, tales como el espacio de
Bowman, los tabulos distal y proximal y algunos capilares, presentan mucho brillo, se
utilizé una combinacion de filtros ND2 y ND8 para ajustar la luminosidad de la
imagen. La figura 23 muestra una fotografia del sistema utilizado en la Unidad de
Microscopia Electronica de la Universidad del Cauca.

75



4.1.5 Software. Los sistemas de vision artificial se basan en programas
computacionales para realizar el procesamiento de las imagenes digitales y aunque
existen programas de libre distribucion con los que se pueden realizar varias
aplicaciones, muchos estan limitados a las licencias de estos. El programa utilizado
para el desarrollo de esta aplicacion software fue QWIN/QUIPS, gracias a que
presenta un entorno de programacién amigable e interactivo, posee funciones del
procesamiento digital de imagenes de alta complejidad que son utilizadas como
faciles herramientas en el andlisis de imagenes de este tipo. La Unidad de
Microscopia Electrdnica posee una estacién de trabajo con este programa, lo que
hace que no se subutilice este sistema para el analisis de imagenes de microscopia

Optica, prestando asi un nuevo servicio.

El software de procesamiento y analisis digital de imagenes QWIN/QUIPS es un
sistema sofisticado desarrollado por Leica Microsystems, que funciona bajo el
sistema operativo Microsoft® Windows™, y se ejecuta en una estacién de
procesamiento de imagenes Leica Q550I/W. La figura 24 muestra la interfaz grafica
del sistema QWIN, que, como se vé, presenta un entorno amigable y de facil acceso

a los menus.

La interfaz de QWIN contiene varias opciones tales como, cargar, guardar e imprimir
imagenes, funciones de umbralizacién, adquisicién, y mejoramiento de imagenes,
varias funciones avanzadas de procesamiento de imagenes, en niveles de gris y a
color, ademas contiene todas las herramientas de la morfologia matematica binaria e
informacidn a cerca de la calibracion de la camara, resolucién de la imagen y otros

aspectos referentes al sistema de vision y al microscopio en general.

La figura 25 muestra la interfaz grafica de QUIPS, en la que se ven los diferentes
menus que permiten introducir una linea de comando o instruccién requerida, de
forma interactiva utilizando el programa QWIN, observando el resultado de dicha

instruccién directamente sobre la imagen empleada. La figura muestra la subrutina
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que permite segmentar el espacio de Bowman, para posteriormente medir sus
caracteristicas.

Figura 24. Imagen de la interfaz grafica de QWIN.

4.1.6 Adquisicion de las imagenes. Para capturar una imagen éptima se deben
tener en cuenta las especificaciones anteriores relacionadas con filtros y aumentos,
ademas de mantener una iluminacién entre valores aproximados a 6.5 V en la
lampara, segun el despliegue numérico. También se tiene que preparar bien el
microscopio, es decir montar correctamente todos los mecanismos de microscopia
oOptica, centrar bien el condensador, mantener un diafragma de apertura y de campo
adecuados, de tal manera que no se emitan luces parasitas o sombras que
disminuyan el contraste de la imagen. De la misma manera, antes de realizar la
captura, se debe realizar un manejo apropiado del enfoque para evitar la
sobreposicion de los nucleos de las células y capturar un plano del tejido adecuado,

donde los nucleos se diferencien bien.
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Figura 25. Imagen de la interfaz grafica de QUIPS.

Las imagenes adquiridas y empleadas en este trabajo son a color, con una
resolucion de 640x480 pixeles, con 3 canales por pixel (RGB), cada canal posee 256
niveles de gris, y se almacena en un arreglo de 24 bits por pixel, en formato TIFF. El
aumento de 25x permite limitar el tamano del glomérulo capturado en la imagen,
puesto que se trabajé con glomérulos corticales, que son aproximadamente un 20%
mas pequenos que los glomérulos yuxtamedulares [11], lo que significa que los
glomérulos mas grandes pueden ser analizados a menor aumento, pero sus
caracteristicas no fueron estudiadas en este trabajo. Por otro lado, si se trabaja con
aumentos mayores, se obtiene una mayor definicién de los nucleos celulares, pero
se pierde informacion del espacio de Bowman y del tamafio del glomérulo en

general.
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Para encontrar la imagen del glomérulo que se quiere analizar, se emplea el método
se rastreo utilizado por los especialistas que operan los microscopios para realizar un
diagnostico. Este rastreo sigue un camino determinado de tal forma que no se repita
el mismo lugar. En la figura 26 se observa el camino de rastreo mas utilizado para

analizar una placa con tejido renal.

Figura 26. Imagen de una muestra de tejido renal a 4x. Las flechas indican el recorrido a
seguir para adquirir las imagenes.

4.2 SEGMENTACION Y EXTRACCION DE CARACTERISTICAS

En esta etapa del proyecto, la finalidad es aislar todas las regiones de interés del
fondo del glomérulo, esto incluye las regiones correspondientes al espacio de
Bowman, penacho glomerular, glomérulo y los ndcleos de las células alojadas en el
penacho. Este proceso presenta ventajas en cuanto al andlisis de cada célula por
separado para ser clasificada correctamente, y sus desventajas radican en que el
protocolo de procesamiento histolégico y captura de imagenes debe cumplirse
rigurosamente. La figura 27 muestra un diagrama de flujo del sistema implementado.

4.2.1 Segmentacion del glomérulo. Una de las principales etapas dentro del
desarrollo del proyecto es la que consiste en separar las tres grandes regiones del

glomérulo (espacio de Bowman, penacho glomerular y glomérulo, este ultimo sin
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tener en cuenta las células epiteliales parietales) del fondo (constituido por los
tubulos distales, proximales y tejido intersticial). El fondo en este trabajo es la region

que no presenta algun interés particular correspondiente a medidas morfoldgicas.

ADQUIRIR
IM&GEN

SEGMEMTACIOMN
GLOMERLILO Y
ESPACID DE BOWMAAR

MEDIR, CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS

SEGMEMTACIOMN
DE CELULAS
GLOMERULARES

| EXTRAER CARACTERISTICAS |

Y
CLASIFICAR

GUARDAR
DATOS

©

Figura 27. Diagrama de flujo general del sistema implementado.

La segmentacién es un procedimiento critico, ya que de su eficiencia dependen las
otras etapas del sistema implementado, especificamente la correspondiente a la
extraccidon de caracteristicas, para su posterior medicion morfoldgica. Las imagenes
capturadas de microscopia 6ptica muestran que un glomérulo, en general, va a
mostrar una luz correspondiente al espacio urinario o de Bowman; asi mismo, esta
luz se observa en los tubulos distales y proximales alrededor del glomérulo, las asas
de Henle asociadas al glomérulo observado o a otros glomérulos de la muestra y los
capilares glomerulares que transportan la sangre. Teniendo en cuenta estos
aspectos, la segmentacion realizada debe mantener el objeto de interés, que sera
unicamente el espacio de Bowman, ocultando todos los demas objetos que muestran

una luz en el microscopio optico.
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En primera instancia se optd por analizar la informacion correspondiente a los planos
de la imagen, obteniendo que el espacio RGB (rojo, verde y azul) es el adecuado
para continuar las siguientes etapas de la segmentacion. Se consideraron otros
espacios de color como el HSIy el HSV, los cuales presentaron demasiado ruido en
los planos de tono y saturacion; aunque el plano de intensidad fue conveniente, pero
solamente presentd informacion de los nucleos de las células glomerulares. La figura
29 muestra la descomposicion de una imagen en los canales correspondientes al
espacio RGB y sus respectivos histogramas, a partir de la imagen original (Figura
28.). La figura 30 muestra la descomposicion de una imagen en los canales
correspondientes al espacio HSI y sus respectivos histogramas, a partir de la imagen

original (Figura 28.)

Figura 28. Imagen tipica de un glomérulo normal. Imagen adquirida con el sistema
implementado. Aumento 25x.

El histograma correspondiente al plano R en la figura 29, muestra la alta agrupacion

de pixeles de nivel de gris alto, correspondiente al fondo, y el poco nimero de pixeles
en los niveles de gris mas oscuros corresponden a los nucleos de las células.
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En la figura 29, también se muestran los histogramas correspondientes a los planos
G y B, ambos son muy parecidos entre si, pero el primer pico del tercer histograma
es mas estrecho en comparacién con el del segundo histograma aunque ambos muy
similares en altura, lo que al observar ambos planos se traduce en un aumento de
ruido en el plano B; mientras que la imagen del plano G presenta un buen contraste y
un alto detalle de los bordes de los objetos en ella, lo que se demuestra en su
histograma como una mayor distribucién de los pixeles en los niveles de gris bajos

intermedios.

Por otra parte, como se nota en la figura 30, el plano H o tono de la imagen presenta
mucho ruido, el espacio de Bowman no tiene un buen contraste, y su histograma no
abarca los niveles de gris intermedios lo que permite una perdida en los detalles. El
plano correspondiente a la saturacién de la imagen (canal S) muestra informacién
acerca de los nucleos celulares y tanto la imagen como el histograma son muy
similares al plano rojo del espacio de color RGB. Por ultimo, el canal de intensidad
(plano 1) exhibe una imagen muy parecida al negativo de la imagen del glomérulo, ya
que se invierten los niveles de gris, y su histograma solo proporciona informacién
acerca de las luces del espacio de Bowman, los capilares y los tubulos en el
microscopio (pico de la izquierda), y del tejido en general, sin la presencia de los
nucleos celulares (pico de la derecha).

Teniendo en cuenta el concepto de reconstruccién de imagenes en niveles de gris,
mostrado en el capitulo anterior, a continuacién se describird el procedimiento

empleado para la segmentacion del espacio de Bowman:

El plano G, como se muestra en la figura 31, presenta con buen contraste la imagen
del glomérulo en niveles de gris, y esta sera tomada como la imagen original. En ella
se observan en un nivel de gris alto (blanco), el espacio de Bowman, varios tubulos

proximales y un tubulo distal, y muchos capilares del glomérulo.

84



Figura 31. Ejemplo de imagen del glomérulo en el plano G.

Al aplicar sobre esta imagen un detector de bordes laplaciano en fondo negro, se
obtiene una imagen oscura (nivel de gris igual a cero) con el marco de la imagen
original y algunos bordes poco visibles del glomérulo y los tubulos (figura 32), esta
imagen sera el marcador para la reconstruccion. A continuacion se realiza la
reconstruccion en niveles de gris entre la imagen original y la imagen de bordes en
negro. El resultado de esta operacién se muestra en la figura 33. Como se puede
detallar, los objetos de nivel de gris alto que se encuentran en contacto con el borde
o0 marco de la imagen son reconstruidos casi en su totalidad, manteniendo un nivel
de gris alto, aunque un poco menor al original. Por otra parte, el espacio de Bowman
y los capilares no alcanzan el nivel de gris original, de hecho este disminuye, tanto
como para que se parezcan al resto del tejido. Este resultado sera definitivo para
continuar con el resto del proceso, ya que se pretenden eliminar los objetos
correspondientes a las luces de los tubulos distales y proximales que rodean el

glomérulo.

El siguiente paso es la sustraccion de la imagen original y su reconstruccién, cuyo
resultado se observa en la imagen 34. Se puede detallar que los objetos que tocaban
el borde de la imagen (tubulos distales y proximales) presentan un nivel de gris muy

bajo y se unen al fondo, mientras que el espacio de Bowman y los capilares
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contrastan con mayor nivel de gris en esta imagen. Para observar mejor este

resultado se invierte la imagen (figura 35).

Figura 32. Imagen del laplaciano en fondo negro. Esta es la imagen marcador para la

reconstruccion

Figura 33. Imagen de la reconstruccion en niveles de gris. El marcador es la figura 32 y la
mascara la figura 31.
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Figura 34. Imagen de la sustraccion entre el plano G y su reconstruccion.

Figura 35. Imagen invertida de la sustraccion entre el plano G y su reconstruccién.

A continuacion se deben ocultar los objetos correspondientes a los capilares y a
algunos tubulos, que no alcanzaron a desaparecer en los pasos anteriores debido a
su nivel de gris y tamano, para lo que se procede a realizar una dilatacion en niveles
de gris, obteniendo el resultado de la figura 36. Esta imagen oculta la gran mayoria
de pixeles pertenecientes a los capilares y algunos tubulos, aunque deforma el

tamarno y los bordes del espacio de Bowman. Para obtener una imagen con el
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tamario y forma originales del espacio de Bowman se realiza una reconstruccion dual
entre la imagen de la figura 35 y la de la figura 36, cuyo resultado se muestra en la
figura 37.

-

Figura 36. Imagen de la dilatacién en niveles de gris de la figura 35.

Y
Figura 37. Imagen de la reconstruccion dual en niveles de gris entre las figuras 35y 36. La

imagen mascara es la figura 35 y la imagen marcador es la 36.

La imagen resultante del procedimiento de segmentacion muestra varios objetos con

niveles de gris diferente, el espacio de Bowman, el espacio correspondiente a las
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arterias aferente y eferente y en ocasiones otros pequefios objetos que no se
alcanzan a ocultar, presentan el mismo nivel de gris, que luego de ser umbralizados
pueden incluir error en las mediciones posteriores. Estos objetos, que por su tamarno
pueden diferenciarse del espacio de Bowman, son discriminados mediante la

caracteristica de area en la imagen umbralizada.

La figura 38 muestra la imagen umbralizada superpuesta sobre la imagen original a
color. Como se vé solamente aparece, en color azul, el objeto correspondiente al
espacio de Bowman, con los bordes bien definidos y los demas objetos son
ocultados. En algunas ocasiones, dependiendo del procesamiento de la muestra y la
captura de la imagen, no se detecta todo el tamano del espacio de Bowman o los
bordes no son bien definidos; estos casos no fueron incluidos en el estudio ya que
pueden llegar a introducir errores importantes al andlisis estadistico.

Figura 38. Imagen del espacio de Bowman umbralizado sobre la imagen original.

El siguiente paso consiste en la asistencia por parte del usuario a la aplicacion
software implementada, para lo que se utiliza el cursor como si fuera un lapiz y se
traza la mejor trayectoria que una los dos extremos del espacio de Bowman en la
imagen umbralizada (figura 39). La trayectoria es un concepto subjetivo ya que
depende del conocimiento del usuario, y representa la frontera entre el glomérulo y la
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matriz yuxtamedular, lo que se evidencia por la aglomeracién de nucleos celulares en
dicha regién de la imagen. Mediante la operacion de morfologia matematica binaria
de relleno de huecos se obtiene la imagen binaria del glomérulo total (figura 40).

Figura 40. Imagen correspondiente al glomérulo total segmentado sobre la imagen original a
color.
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Por ultimo utilizando erosién y dilatacién binaria se mejora el aspecto del espacio de
Bowman y el glomérulo total, para posteriormente mediante operaciones légicas
binarias, extraer el conjunto de pixeles correspondiente al penacho glomerular (figura
41), y su aspecto es mejorado nuevamente con erosion y dilatacion binaria. Se utilizé
el octagono como el elemento estructurante en todas las operaciones morfolégicas,

gracias a que el glomérulo presenta bordes redondos.

L.

Figura 41. Imagen correspondiente al penacho glomerular segmentado sobre la imagen

original a color.

En la figura 42, se muestra la imagen original a color con los bordes del glomérulo
total y del penacho glomerular superpuestos. La siguiente etapa de segmentacion

corresponde a los nucleos celulares.

4.2.2 Segmentacion de los nucleos de las células glomerulares. Para realizar la
segmentacién correspondiente a los nucleos celulares se utiliza el plano rojo (R), ya
que este muestra los objetos mas oscuros y ademas oculta la informacién
correspondiente a los capilares, el espacio de Bowman y el citoplasma de las células
glomerulares, expresandolos como objetos mas claros. La figura 43 muestra la

informacién del canal R.
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Figura 43. Imagen correspondiente al plano rojo.

Como se observa, existen algunos nucleos que presentan bajo contraste que pueden
fraccionarse en el proceso de umbralizacién, asi como también la Iluz
correspondiente al espacio de Bowman vy los tubulos alrededor pueden, en algunos
casos, tener el mismo nivel de gris de los nucleos. Para solucionar estos
inconvenientes se procede a mejorar el contraste de los objetos mas oscuros de la
imagen.
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La operacién cierre morfolégico en niveles de gris permite resaltar los objetos
oscuros, aunque los puede deformar dependiendo del elemento estructurante y el
namero de iteraciones de la operacion [43, 45]. Para lograr un aumento en el
contraste de los objetos oscuros del plano rojo, se recurri6 a realizar una
transformacién Tophat por cierre, que esta definida como la diferencia entre el cierre
de la imagen original y la imagen original. Esta operacion permite detectar los valles
de una imagen en niveles de gris y posteriormente se sustrae de la imagen original
es decir del plano rojo. De esta manera se aumenta un poco el contraste de los
nucleos celulares manteniendo su forma (Figura 44). Sin embargo se observa que
algunos nucleos no se alcanzan a colorear correctamente con la tincidén histoldgica,
por lo tanto se procede a realzar el contraste de la imagen, obteniendo el resultado
de la figura 45. Aunque los nucleos aparecen bien contrastados con el fondo,
aparecen algunos objetos que presentan un nivel de gris medio, como es el caso del
espacio de Bowman, que al momento de umbralizar pueden presentar problemas;

por lo tanto, se requiere de otro proceso de transformacién de imagen.
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Figura 44. Imagen de la sustraccion entre el plano rojo y la transformacion tophat por cierre.
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Figura 45. Imagen de realce de contraste de la figura 44.

La transformacién relleno de blancos, como su nombre lo indica, permite disminuir el
nivel de gris alto a uno mas bajo, esta operacién se realiza de la siguiente manera: a
la imagen original se aplica una apertura con un numero alto de iteraciones, de tal
manera que el fondo de la imagen quede representado en pocas regiones y el objeto
a segmentar, en este caso el glomérulo, quede representado en una sola regién
(regibn oscura). Esta imagen sera el marcador para el siguiente proceso [41].
Posteriormente, se realiza la reconstrucciéon en niveles de gris teniendo el marcador
anterior y la mascara como la imagen original, que en este caso es la figura 43,
obteniendo como resultado una imagen con fondo homogéneo y los nudcleos
resaltados sobre este en regiones oscuras (Figura 46). Como se observa, el espacio
de Bowman y los tubulos que se deseaban descartar ya no aparecen y se
encuentran combinados con el fondo de la imagen. A continuaciéon ya se puede
realizar la umbralizacion de esta imagen, que en principio sélo debe contener los
nacleos celulares y algunos objetos pequefios, que corresponden a ruido presentado
en las transformaciones morfolégicas o a nucleos que al no estar bien coloreados, se

fraccionan en objetos mas pequefos dentro de las transformaciones realizadas.
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Figura 46. Imagen de la transformacion relleno de blancos.

En la figura 47 se observa la imagen umbralizada, a partir de la imagen de la figura
46, puesta sobre el plano rojo. Esta umbralizacién se realiza manualmente,
encontrando un valor umbral de nivel de gris por debajo del cual todos los pixeles
que presenten un nivel de gris inferior a este valor tendran un valor binario de 0
(negro) y si estdn por encima pasardn a tener un valor binario de 1 (blanco). La
técnica de umbralizacibn manual se ajusta adecuadamente a los parametros
estandar de la tincidén utilizada y no presenta informacion extra correspondiente a

otros objetos con el mismo nivel de gris y si la hay, es facil de eliminar.

En la umbralizacién, los ndcleos celulares binarizados corresponden a la misma area
de ubicacién original, aunque debido a la cercania de algunos nucleos entre si, este
procedimiento hace que estos objetos se unan, y al momento de contar los objetos
de la imagen y de extraer sus caracteristicas se tomen como uno solo, donde
inicialmente existe mas de uno. Para corregir este problema de segmentacion de los
nucleos celulares, se hace uso de algunas herramientas avanzadas de la morfologia

matematica binaria.
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Figura 47. Imagen de los nucleos celulares umbralizados sobre el plano rojo.

Al realizar una Ultima erosion a la imagen umbralizada de los nucleos celulares,
algunos objetos que se encontraban unidos dividen en mas de uno el niumero de
ultimas erosiones, es decir, un punto por cada objeto. En ocasiones este método
falla, de tal forma que a un objeto se le asignan mas de un punto de ultima erosién, lo
que indica que va a existir un aumento en el numero de objetos, a este problema se
le denomina sobresegmentacion [43]. La figura 48 muestra la Gltima erosién sobre la
imagen umbralizada, en ésta los puntos rojos corresponden a los subconjuntos de
pixeles resultantes del procedimiento. A continuacién se realiza un procedimiento de

reconstruccion tomando esta imagen como el marcador.

El resultado de la segmentacion utilizando la funcién distancia se presenta en la
figura 49, donde se puede ver que la segmentacion es buena, aunque depende de
los puntos semilla o puntos de Uultima erosién, ya que puede presentarse
sobresegmentacion al realizar la reconstruccion geodésica o falta de segmentacién
en algun agrupamiento de objetos. Estos problemas son dificiles de evitar, pero

pueden reducirse utilizando el nimero de iteraciones adecuadas [41, 43, 45].
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Figura 49. Imagen de la segmentacion con base en la funcidn distancia a partir de los puntos

semilla.

concepto de filtro y el nuimero de iteraciones al proceso de
segmentacién, se disminuyen los efectos de la sobresegmentacién en la imagen
resultante, aunque la segmentaciéon implementada no puede separar correctamente

algunos nudcleos en algunas imagenes, debido al corte, a la coloracién y al tamafno de
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los nucleos. La figura 50 muestra el resultado final del proceso. Como se vé, algunos
nucleos no son tomados en cuenta para la posterior clasificacion ya que su tamafno
es muy grande en comparacion a los demas, lo que deduce que este nucleo esta
conformado por mas de un objeto. El sistema implementado es capaz de omitir estos
objetos y algunos que son demasiado pequefnos, que al momento del corte
histolégico pueden tratarse de un pedazo de nudcleo y no del nucleo entero. Para
todos los casos el elemento estructurante fue un disco, gracias a su parecido
morfolégico con los nucleos celulares. Para obtener unicamente los nucleos de las
células que se encuentran en el penacho glomerular y descartar las del resto del
tejido, se realiza una operacion logica binaria AND entre la imagen binaria del
penacho glomerular y la imagen binaria de los nucleos segmentados (figura 50).

Figura 50. Imagen resultante del proceso de segmentacion de los nucleos celulares.

4.2.3 Extraccion de caracteristicas. Una vez las dos segmentaciones han sido
efectuadas, se procede a realizar las mediciones correspondientes sobre cada uno
de los objetos y se extraen los descriptores que caracterizan a cada uno de los
nucleos celulares segmentados, que seran utilizados para alimentar el clasificador
automatico. En esta parte se deben determinar las caracteristicas mas apropiadas

para realizar una 6ptima clasificacion.
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Existen muchas caracteristicas que representan un objeto en una imagen, pero
basicamente las mas importantes son las que definen su forma y otras las que
definen su color [46]. Para describir un objeto se pueden contar con varias de las
caracteristicas de estos dos conjuntos o bien de uno solo, teniendo en cuenta que
algunos de los descriptores se encuentran muy relacionados con otros del mismo
tipo; debido a esto, estas caracteristicas redundantes deben desecharse y solamente
operar con una de ellas, de tal manera que no dificulten la clasificacion y agilicen el
proceso. A continuacidén se explicaran los dos tipos de caracteristicas a analizar y el

proceso para escogerlas.

4.2.3.1 Caracteristicas de forma. Los objetos segmentados presentan informacion a
cerca de su tamano y forma, que puede ser descrita mediante algunas
caracteristicas tales como: area, largo, ancho, perimetro, redondez o circularidad,
factor de forma o razén de aspecto, momentos, distancia a los bordes, angulos de

orientacion y diametros ferets.

Para el espacio de Bowman se midio el area en pixeles, para el glomérulo total se
midieron el &rea, el ancho, el largo y el perimetro en pixeles, y para el penacho
glomerular se midi6 el area en pixeles, todos para el caso de la primera
segmentacion realizada. Para los objetos resultantes de la segunda segmentacion,
es decir los nacleos celulares, se midieron el &rea, la redondez o circularidad y el

factor de forma o raz6n de aspecto.

Segun [42, 45], el area de un objeto estd definida como la cantidad de pixeles en
total que corresponden a dicho objeto, el factor de forma o elongacion esta definido
como la razén entre la longitud y el ancho del objeto y la redondez o circularidad es

un factor de forma cuyo minimo valor es la unidad correspondiente a un circulo, y

, L Perimetro® .
esta calculada por la relacién R = crimerro donde el factor de ajuste 1.064
(4x7x Areax1.064)
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corrige el perimetro debido al efecto de bordes producido por la digitalizacién de la
imagen [43, 45].

4.2.3.2 Caracteristicas de color. Aunque todos los nucleos celulares presentan una
coloraciéon muy similar entre si en el plano rojo, la combinacion de los tres planos del
espacio de color RGB discrimina las clases de células, segun el promedio del nivel
de gris de los tres planos. Este descriptor, unido a las caracteristicas de forma, dara
informacion de cada nudcleo celular para su clasificacion. El nivel de gris promedio
corresponde al valor medio de los niveles de gris de los pixeles que estan por debajo

del objeto binario segmentado.

Aunque el empleo de esta caracteristica no parece util a simple vista, al
implementarse demostré un gran desempefio; sin embargo, se recomienda para
aplicaciones mas avanzadas, realizar el procesamiento de la muestra utilizando
inmunohistoquimica, la cual permite tefir una determinada clase de nucleo celular,
por ejemplo los correspondientes a las células endoteliales, siendo mas facil la
utilizacion de los descriptores de color para la clasificacién celular. La técnica de
inmunohistoquimica fue utilizada en una sola placa con el fin de observar las
diferencias con la tincion de rutina y las posibles ventajas para desarrollar otros
trabajos a futuro, aunque presenta la desventaja de ser muy costosa.

4.2.3.3 Seleccion de las caracteristicas. Para la seleccion de los descriptores a
medir sobre los objetos extraidos en la primera segmentacion, no se presenta
problema, ya que estos objetos no se van a clasificar, solamente se requiere
medirlos para analizarlos estadisticamente y encontrar un valor promedio de dicha
medida. Para el caso de los objetos extraidos de la segunda segmentacién, es decir
los nucleos celulares, se midieron todas las caracteristicas que el programa QWIN
ofrece. De esta forma, se obtiene un vector de n caracteristicas que representa cada
uno de los nucleos; si se cuenta el nimero de nucleos por glomérulo, este esta por
encima de cien, lo que significa que se tendria que analizar una gran cantidad de

datos, sin tener en cuenta que algunas caracteristicas pueden redundar y volver mas
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complejas las operaciones. Por lo tanto, el objetivo es encontrar las caracteristicas
oOptimas requeridas para realizar una adecuada clasificacion celular. Lo mas
aconsejable es mirar el grado de relacion que exista entre las variables, de modo que
se puedan hallar aquellas que presentan informacion redundante y aquellas que no
[47].

Cuando dos variables presentan un valor alto de correlacién, significa que la
informacidon que estas presentan es practicamente la misma y por tanto incluirlas en
el clasificador no supondria ninguna ventaja. Por el contrario, cuando dos variables
muestran un valor bajo de correlacion, significa que estas dos variables son

importantes y no seran redundantes dentro del clasificador [48].

El andlisis de coeficiente de correlacion de Pearson fue realizado en el programa
SPSS 10.0 y se encontré que el coeficiente de correlacion promedio para el area y la
redondez es de 0.166, para el area y la elongacién es de 0.113, para el area y el
nivel de gris promedio es de 0.157, para la redondez y la elongacién es de 0.646,
para la redondez y el nivel de gris promedio es de 0.137 y para la elongacién y el
nivel de gris promedio es de tan solo 0.082. Como se observa, el coeficiente
correspondiente a la correlacion entre la redondez y la elongacién es un poco mayor,
lo que puede pensarse como redundancia de informacién en el vector de
caracteristicas, algo que no es cierto en la implementacién de este trabajo, ya que la
utilizacién de estas dos variables en el clasificador hace que la distribucion de clases
en el clasificador sea similar para cualquier imagen y no presente alteracién en los

datos finales del clasificador.
En la figura 51, se pueden observar las correlaciones existentes entre las cuatro

caracteristicas utilizadas, las demas fueron excluidas por presentar linealidad en la

gréfica, es decir un alto grado de correlacion.
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Figura 51. Ejemplo de correlacion entre las cuatro caracteristicas utilizadas para la

clasificacion celular.

Un grave problema que se presenta, en ocasiones, en la busqueda adecuada de las
caracteristicas, es que se puede especializar tanto el conjunto de caracteristicas que
solamente funcionan para el conjunto de entrenamiento y al momento de probarlo
con elementos desconocidos se presentan resultados mediocres o deficientes. Para
evitar esto, es recomendable manejar, durante el proceso de entrenamiento,
resultados encaminados hacia la generalizacion y no tanto hacia la especializacién,
es decir, no buscar el resultado perfecto y mas bien trabajar con resultados
aceptables, pero generales [37].
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4.3 CLASIFICACION DE CELULAS GLOMERULARES

El reconocimiento de patrones es la ultima etapa dentro de un sistema de vision
artificial. Es en esta fase donde el sistema debe decidir que objetos estan presentes
en la imagen y de qué forma difieren entre si, a partir de las caracteristicas
encontradas que representan cada uno de ellos. Al extraer los vectores de
caracteristicas de cada uno de los objetos de la imagen, la informacién contenida en
ellos corresponde a imagenes de prueba, de tal manera que han sido previamente
validadas por un experto y no presentan modificaciones entre ellas que puedan llevar
a una mala seleccion del clasificador. La eleccién de un correcto clasificador
depende de las herramientas computacionales con que se cuenta, la rapidez del
algoritmo utilizado, la complejidad de la informacion de los vectores de
caracteristicas y de los resultados que se desean obtener.

En este caso, las imagenes de entrenamiento son las imagenes de glomérulos en
condiciones normales, que fueron capturadas teniendo en cuenta todo el proceso de
estandarizacién. El Unico mecanismo de validacion del funcionamiento del
clasificador es la convencidn del protocolo para la captura de estas imagenes, que se
refiere a la altura del corte del glomérulo, es decir donde aparezcan las luces de las
arterias aferente y eferente; dicho tratamiento fue realizado por el equipo de
patélogos. Por tanto, no existe otra forma mediante microscopia éptica y con la
tincion de rutina de un laboratorio de patologia, a menos que las técnicas de
inmunohistoquimica, para realizar un conteo apropiado de las células glomerulares.
Por microscopia electrénica de transmision si es posible validar las muestras
certeramente, pero esto no fue el objeto de estudio del proyecto. Por lo tanto, solo se
tiene en cuenta que el grupo de imagenes de prueba no correspondera en su
mayoria a glomérulos en condiciones normales, sino a aquellos que presenten
patologias definidas, en este caso glomerulonefritis proliferativas, de tal forma que el
sistema clasificador detecte cambios en las clases normales definidas.
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El algoritmo de clasificacion de k-means fue implementado en el programa QUIPS,
teniendo en cuenta los valores de los centroides que fueron obtenidos mediante el
programa estadistico SPSS 10.0. Cada vector de caracteristicas contiene las cuatro
propiedades mencionadas y representa un nucleo celular, para cada imagen se
obtienen alrededor de mas de cien nulcleos segmentados, es decir mas de cien
vectores de caracteristicas. Si se tiene en cuenta que el numero de imagenes de
entrenamiento fue 108, el algoritmo de k-means fue instruido por lo menos con 10800
objetos, representado cada uno por cuatro caracteristicas, es decir alrededor de
40800 datos. A simple vista la manipulacién de la informacion es ardua, pero los
resultados obtenidos garantizan la correcta seleccion de este clasificador, ademas su
entrenamiento es mas sencillo que el de una red neuronal artificial y la caracteristica

iterativa del algoritmo le permite reducir errores generados por el usuario.
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Capitulo 5. RESULTADOS, ANALISIS, Y LOGROS
ADICIONALES

En el capitulo anterior, se observaron paso a paso las herramientas para constituir el
sistema asistido de vision artificial para la estandarizacion de los anadlisis de biopsias
renales mediante microscopia Optica, en donde el éxito de cada etapa depende del
cumplimiento del protocolo de estandarizacion, desde el procesamiento histologico
de la muestra hasta la captura de la imagen. A continuacién se observan los
resultados de todas las muestras utilizadas para extraer los patrones morfolégicos

normales del glomérulo humano, bajo las condiciones ya mencionadas.

En la figura 52, se muestran varias imagenes tipicas de glomérulo humano
procesadas bajo el mismo protocolo y capturadas bajo las mismas condiciones por el
sistema implementado. Como se observa, la morfologia de un glomérulo varia
mucho, y no presenta un patrén Unico de forma, a simple vista lo Unico que se
distingue es la luz del espacio de Bowman o espacio urinario. En las imagenes
también se aprecian los tdbulos distales y proximales que rodean a los glomérulos,
asi como las luces de otros glomérulos, que en ocasiones pueden aparecer en el

mismo campo visual de la imagen a adquirir.

Tal como se observd en el capitulo anterior, la segmentacion de los nucleos celulares
del glomérulo es compleja, y como todo sistema computacional esta propenso a
errores, estos pueden deberse a la manipulacién y anormalidad del tejido, problemas
en procesamiento de la muestra, tincion muy débil para tedir el tejido o, por el
contrario, sobrecoloracion del tejido, los cortes son muy gruesos y demas artefactos

que hagan que la segmentacion falle.
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Figura 52. Imagenes de glomérulo normal procesadas bajo el mismo protocolo de

estandarizacion.

5.1 RESULTADO Y ANALISIS ESTADISTICO

La muestra total analizada contiene 108 imagenes de glomérulos normales,
obtenidas bajo los parametros estandar utilizados. Se calcularon para cada
glomérulo estudiado los valores de area total, largo, ancho, perimetro del glomérulo,
area del penacho glomerular, area del espacio de Bowman, numero total de células
glomerulares, nimero de células mesangiales, nimero de células endoteliales y
namero de células epiteliales viscerales o podocitos. Posteriormente se utilizé el
programa SPSS 10.0 para analizar, bajo estadistica descriptiva, las variables
medidas. Los valores encontrados fueron: el minimo, el maximo, la media, la
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desviacién estandar y el rango. La tabla 1 muestra las variables incluidas en el

estudio y los parametros estadisticos descriptivos de ellas.

Tabla 1. Resultados estadisticos de las variables medidas en el glomérulo.

ESTADISTICA DESCRIPTIVA
PARAMETRO RANGO | MINIMO | MAXIMO MEDIA | DESVIACION
ESTANDAR

AREA TOTAL DEL GLOMERULO (umz2) 34697 32463 67160 46535 7015
LARGO DEL GLOMERULO (um) 68 144 212 180 16
ANCHO DEL GLOMERULO (um) 69 102 171 138 15
PERIMETRO DEL GLOMERULO (um) 353 472 825 602 63
AREA DEL PENACHO GLOMERULO (um2) 27895 22881 50776 32248 5101
AREA DEL ESPACIO DE BOWMAN (um2) 30256 4011 34267 13030 5131
NUMERO DE CELULAS MESANGIALES 10 1 10 7 4
e e s s ol | w| w e
NUMERO DE CELULAS ENDOTELIALES 87 33 120 71 19
NUMERO TOTAL DE CELULAS 121 68 189 118 24

Las clases o clusters establecidos bajo el algoritmo de clasificacion de K-means
corresponden a las distintas clases de células que se encuentran en un glomérulo,
estas son: 1) células glomerulares, 2) células epiteliales viscerales o podocitos, y 3)

células endoteliales.

Los datos observados en la tabla 1 exponen el comportamiento morfolégico de un
glomérulo en condiciones normales, estos varian notoriamente de tamano, aunque
se nota asimetria en su forma, como lo muestran los valores de largo y ancho, esto
es facil de notar ya que, como se ha visto bajo estudios de microscopia electrdnica
de barrido, todos los glomérulos presentan la forma tridimensional muy similar a una
esfera alargada en uno de sus polos [11]. También se puede ver que a medida que el
tamano del glomérulo total aumenta, el penacho glomerular y el espacio capsular
aumentan, aunque este Ultimo parametro no siempre esta conducido por esta

relacién proporcional.

Todos los cambios morfolégicos analizados pueden deberse a que la extraccion de la

biopsia no siempre se realiza de la misma manera, de tal forma que pueden

107



obtenerse glomérulos de la corteza del rindbn dependiendo de cémo se realizd, pero
en algunas pocas ocasiones, se obtienen glomérulos de la region medular del rifidn,

de tal manera que se alteran un poco los resultados.

En un estudio realizado por Antonovych y Mostofi [51], el glomérulo normal posee un
rango de didmetro en adultos entre 160 y 250 um, y un rango de numero de nucleos
celulares en cortes de 2 a 3 um en adultos entre 80 y 120, para el caso de los nifos,
el diametro oscila entre 110 y 150 um y el nimero de nucleos celulares oscila entre
110 y 140 al mismo corte. Para cortes mas gruesos, de aproximadamente 5 ym, el
namero de nucleos celulares por glomérulo en un adulto esta entre 160 y 240, y en

los niflos esta entre 220 y 280.

Teniendo en cuenta este estudio, si se toma el diametro del glomérulo como el largo
de este objeto, los valores maximo y minimo disminuyen en 16 y 38 ym cada uno y
los valores maximo y minimo del numero de células aumentan en 12 y 69,
respectivamente. A simple vista, pareciera que los resultados no son aceptables,
pero cabe aclarar que el estudio realizado por Antonovych y Mostofi no menciona el
tipo de técnica utilizada para realizar las mediciones, asi como tampoco indica los
tamanos del penacho, espacio de Bowman y el tipo de glomérulos utilizados, lo que
hace que el sistema no pueda compararse con otro similar, para asi determinar los

errores de las mediciones.

Algunos de los trabajos que se han elaborado con base en la morfometria del
glomérulo son aquellos que miden el tamaro del glomérulo y penacho, y analizan la
fibrosis intersticial; aunque los primeros solamente realizan una valoracién de
significancia estadistica entre los porcentajes de las mediciones y no muestran los
valores en unidades de area. Existen otros orientados hacia la medicion del espesor
de la membrana basal mediante microscopia electrénica de transmisién y cémo varia
en la glomerulonefritis membranosa, y otros orientados a la valoracion del tejido renal
en consecuencia del suministro de un farmaco o al seguimiento de una enfermedad

renal [52-55]. De esta manera, la importancia de este trabajo radica en el andlisis

108



cuantitativo, en conjunto de todas las caracteristicas mas relevantes de un glomeérulo,
teniendo en cuenta la clasificacion celular mediante microscopia Optica, que es una
técnica de diagndstico sencilla y econémica. La figura 53 muestra la imagen a color
del glomérulo superpuesta con una imagen binaria de la segmentacion realizada, en
esta se observan, el espacio de Bowman en azul, el penacho glomerular en verde y

los nucleos celulares en blanco.

Figura 53. Imagen de un glomérulo segmentado sobrepuesto a la imagen original.

En la gran mayoria de sistemas de inspeccién visual, se debe evaluar el desempeno
del clasificador con el fin de determinar los porcentajes de acierto y desacierto del
sistema. Para realizar esta valoracién se hace uso de una matriz de confusién, en la
que cada una de las filas representa las clases reales en las que deben ser incluidos
los elementos a clasificar y las columnas representan el reconocimiento o

clasificacién que realiza el sistema para estos elementos.

En el caso ideal de clasificacién, todos los valores deben encontrarse sobre la
diagonal principal de la matriz de confusién, pero como esto no es cierto, algunos
valores se encontraran desplazados a ambos lados de la diagonal, indicando el error

y determinando la posibilidad de ser un dato falso positivo o negativo.
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Figura 54. Imagenes de glomérulos normales y su respectiva segmentacion.
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Debido a que las muestras utilizadas para la realizacion de este proyecto son dificiles
de obtener y a que no existe un método de valoracion cuantitativa formal para
describir y analizar un glomérulo normal, la matriz de confusion no arrojara

conclusiones significativas.

El enfoque del proyecto en un principio se basé en la determinacion de los
parametros morfoldégicos de un glomérulo normal, haciendo uso de la técnica de
microscopia 6ptica y los procedimientos histolégicos de rutina, pero a partir de los
valores normales de morfometria encontrados fue posible agregar una nueva etapa

al trabajo.

5.2 LOGROS ADICIONALES ALCANZADOS

El sistema implementado permite ademas analizar cuantitativamente los
componentes caracteristicos de un glomérulo, que son la base para determinar

varios tipos de patologias glomerulares.

5.2.2 Resultados y analisis. Como ya se mostr6 en el capitulo dos, las
glomerulonefritis proliferativas se caracterizan por el aumento de tamafo del
penacho glomerular y el glomérulo, y la reduccién del tamano del espacio de
Bowman. Ademas, el aumento de tamafno del penacho esta determinado por la
proliferacion o aumento en el numero de células glomerulares que, en el caso que
sean las mesangiales las células proliferadas, se tratara de una glomerulonefritis
mesangio-proliferativa y, si son las endoteliales las que mas proliferan, podria

tratarse de una glomerulonefritis proliferativa difusa.

Para tener una medida cuantitativa de proliferacién del penacho glomerular y una
consecuente reduccion del espacio de Bowman, se utilizan las mediciones de area
de estos dos objetos ya segmentados, y se definen las siguientes variables:
proporcion de células en el penacho, proporcién de células en el glomérulo,

proporcion del area del penacho con respecto al area del glomérulo y la proporcién
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del area del espacio de Bowman con respecto al glomérulo. Las dos primeras
variables se consiguen calculando la suma de todas las areas correspondientes a
cada uno de los nucleos y restandola al area del penacho y del glomérulo
respectivamente. Posteriormente se divide este valor entre el valor del area del
penacho y el glomérulo. Las otras dos variables se calculan como la razén entre los
dos valores respectivos. Cabe aclarar que estas proporciones estan dadas en
porcentaje. La tabla 2 muestra los valores de estas nuevas variables para el estudio

de glomérulos en condiciones normales.

Tabla 2. Valores de proporciones morfolégicas para glomérulos normales.

PARAMETRO MINIMO | MAXIMO
PROPORCION DE CELULAS EN EL PENACHO (PCP) | 8,253% | 22,571%
PROPORCION DE CELULAS EN EL GLOMERULO
(PCG)
PROPORCION PENACHO A GLOMERULO (PPG) 57,849% | 84,407%

PROPORCION ESPACIO DE BOWMAN A
GLOMERULO (PEG)

5,5685% 15,906%

13,053% | 41,809%

A partir de estos valores de los datos correspondientes al nimero de células
glomerulares y su clasificacion, se realiza un andlisis basado en légica teniendo en
cuenta los siguientes enunciados: si PCP, PCG o PPG son mayores a su respectivo
valor maximo o PEG esta por debajo del valor minimo, el sistema reconoce que el
glomérulo se encuentra proliferado en tamano. Para establecer el tipo de

glomerulonefritis se recurre a los datos del conteo celular general y por clases.

Si el numero de células totales contadas en el glomérulo sobrepasa el valor maximo,
existe proliferacion celular, y si el grupo de células mesangiales es el que prolifera
entonces la enfermedad serd glomerulonefritis mesangio-proliferativa, o si el grupo
de células endoteliales es el que prolifera entonces se tratara de una

glomerulonefritis proliferativa difusa.
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Por otra parte, si los valores calculados a partir de una imagen de muestra no
cumplen con estos parametros para ser clasificados dentro de estas dos
enfermedades, el sistema clasificara la enfermedad como una glomerulonefritis
membranoproliferativa o como una glomerulonefritis proliferativa de cambio minimo
[56], ya que estas presentan una aparente proliferacion del penacho, pero no
muestran un aumento en el numero de células o por el contrario presenta
proporciones morfolégicas en el rango de normalidad, pero un tipo determinado de

células esta un poco proliferado.

Para evaluar el desempeno del clasificador de patologias se hace uso de una matriz
de confusion, que represente los porcentajes de acierto o fallos del clasificador. Los

tipos de patologias que se tienen en cuenta son:

e Tipo 1. Glomerulonefritis Mesangio-Proliferativa
e Tipo 2. Glomerulonefritis Proliferativa Difusa
e Tipo 3. Glomerulonefritis Membranosa

e Tipo 4. Glomérulo Normal

Para recolectar los casos de estas glomerulopatias, se realiz6 un estudio
retrospectivo, en el Hospital Universitario San José, con base en las historias clinicas
de los pacientes que presentaban dichas enfermedades y cuyo diagnéstico habia
sido dado por técnicas de microscopia O6ptica, y confirmado por microscopia
electrénica de transmision en la Unidad de Microscopia. Los criterios de inclusion
fueron los mencionados en el capitulo cuarto, y el tejido fue procesado de acuerdo
con la técnica de estandarizacion. Fueron excluidos del estudio todos los casos que
no tenian diagndstico confirmado por microscopia electrénica de transmisién.
Ademas, todas las imagenes fueron tomadas teniendo en cuenta el convenio de
adquisicion de la imagen (arteriolas visibles en el corte) y la iluminacién requerida. La
tabla 3, presenta la matriz de confusion del clasificador, en la que se usaron las

imagenes de prueba.
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Figura 55. Imagenes de glomérulos patolégicos y su respectiva segmentacion.
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Tabla 3. Matriz de confusion del clasificador usando el conjunto de prueba.

% ACIERTO TOTAL DEL CLASIFICADOR

Como se puede ver, el numero de muestras prueba utilizada no es muy grande,
debido a que no todos los casos de este tipo de glomerulopatias fueron
diagnosticados con microscopia electrénica de transmisién, aunque este criterio de
inclusion garantiza que el diagnostico de la enfermedad es certero y por tanto estas
muestras pueden usarse bajo el analisis del microscopio 6ptico y analizadas por la
aplicacion software implementada. Como puede verse, el mayor porcentaje de
acierto se obtuvo para el tipo 4, es decir, las muestras normales, 0 que se debe a
que este trabajo fue disefiado para clasificar los glomérulos en condiciones normales.
El porcentaje de acierto para la patologia del tipo 1 es alto, aunque el sistema
clasifico cinco glomérulos como si presentaran la patologia del tipo 2, esto es algo
relativo, ya que en una glomerulonefritis mesangio-proliferativa aumenta el numero
de células mesangiales y endoteliales. Para la patologia del tipo 2 se obtiene el
menor porcentaje de acierto y puede deberse al estado del tejido, ya que no se
encontraron muchos glomérulos en buen estado. Y por ultimo, para la patologia del
tipo 3, se obtuvo un porcentaje de acierto parecido al del tipo 2, y los desaciertos se

deben a la aparente normalidad del glomérulo en esta enfermedad.
Como se nota en la matriz de confusion, el porcentaje total del clasificador es de

81.83%, el cual es un buen valor de rendimiento, que representa la utilidad del

sistema y no puede compararse con otros mecanismos de este tipo.
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5.2.3 Registro del diagnostico. El resultado de todo el analisis realizado sobre una
imagen de un glomérulo, ya sea normal o patoldgico, es presentado en un informe u
hoja de registro, en la que aparecen los datos del paciente, las medidas morfolégicas
generales del glomérulo, la clasificacién y conteo celular, las proporciones de tamafo
entre los componentes glomerulares, las conclusiones del analisis, y un posible
resultado o diagnostico del glomérulo, teniendo en cuenta las cinco patologias
presentadas en la matriz de confusién; ademas de registrar algunas observaciones
hechas sobre la imagen, las especificaciones técnicas del sistema utilizado, una
imagen a color del glomérulo analizado y un histograma de la proporcién de las

células glomerulares. El registro puede verse en el Anexo.

El histograma de proporcién de células glomerulares da informacion acerca del
namero de células por cada clase, y presenta tres lineas limite con el respectivo color
del tipo de célula, si el numero de células de un tipo sobrepasa su respectiva linea
limite, significa que existe proliferacion de células de este tipo. En la figura 56 se
muestra un histograma para el caso de una clasificacién celular de un glomérulo

normal.

O ENDOTELIALES [MAX 120]
m EFITELIALES [MAX 53]
O MESAMGIALES [MAS 10]

PROPORCION DE CELULAS GLOMERULARES

75

TIPO DE CELULA

0 il 40 1 il il 120 140 10 130
NUMERO DE CELULAS

Figura 56. Histograma para la clasificacion celular de un glomérulo normal.
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El grafico de clasificacion de células glomerulares segun el tamafo, es un diagrama
de dispersion en el que se distribuyen las clases de células segun el area de sus
nucleos. Como se vé en la figura 57, las células glomerulares son mas grandes y se
alojan al lado derecho del diagrama, mientras que las células epiteliales viscerales o
podocitos son las que presentan el menor tamano y se colocan al lado izquierdo del
diagrama, mientras que las células endoteliales abarcan un rango de tamafo entre
los otros dos tipos de células y ademas, presentan mayor nimero de dispersion,
obviamente, por estar en mayor cantidad.

En una glomerulopatia, al proliferar las células, el numero de puntos en el diagrama
aumentara, volviendo mas densa la informacion, por ejemplo en una glomerulonefritis
mesangio-proliferativa no se pueden contar con facilidad los puntos de dispersion.
Aunque este diagrama no es mostrado en el registro final, presenta una gran
informacion acerca del tamano de las células glomerulares y su comportamiento en
una glomerulopatia. En la figura 57 se muestra un diagrama de dispersion para el

caso de un glomérulo en condiciones normales.

Figura 57. Diagrama de dispersion celular para un glomérulo normal.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES Y OBSERVACIONES

El procesamiento digital de imagenes aplicado al analisis de biopsias renales,
es una herramienta poderosa para extraer la informacion de la morfologia que

caracteriza al glomérulo.

Los estudios morfométricos en el glomérulo normal proporcionan una valiosa
informacion para establecer un diagnostico, mantener la evolucién clinica de
un paciente y realizar un seguimiento frente a la reacciéon de un medicamento

o tratamiento ante una glomerulopatia.

La informacion extraida de los ndcleos celulares glomerulares mediante las
caracteristicas medidas, tales como el area, la redondez, el factor de forma 'y
el nivel de gris, proporcion6 una buena aproximacion al realizar la clasificacion

celular.

La técnica de segmentacién realizada para extraer la informacién glomerular
en general fue apropiada, ya que se obtienen muy buenos resultados visuales,
no depende del grosor del corte histoldégico y no deforma los bordes de los

objetos, aunque depende de una correcta iluminacion.

El algoritmo disefiado para extraer la informacion de los nucleos celulares
realiza una buena segmentacion, teniendo en cuenta que no existe una
diferenciacion apreciable para discriminar los nucleos facilmente, y ademas,

debido a su distribucidén espacial, pueden unirse demasiado.
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El clasificador de k-means presenté buenos resultados para agrupar los
nucleos celulares teniendo en cuenta sus caracteristicas y para clasificar
nucleos de otras imagenes diferentes a las de prueba, aunque estos
resultados dependen en gran parte del protocolo de estandarizacion

establecido.

Este estudio aporta nuevos parametros cuantitativos de evaluacién en la
interpretacion morfoldgica de las biopsias renales, que son utilizados para

evaluar las alteraciones morfoldgicas glomerulares en una enfermedad.

La morfologia matematica binaria y en niveles de gris, asi como las técnicas
de reconstruccién de imagenes a partir de imagenes marcadores y mascaras,
son herramientas ampliamente utilizadas en las investigaciones avanzadas de

imagenes médicas y sus capacidades se confirmaron en este trabajo.

Aunque el sistema de vision artificial implementado proporciona un método de
diagnéstico cuantitativo, es necesario confrontarlo con un analisis de
microscopia electrénica de transmision e inmunofluorescencia para que el

diagnéstico sea completo y preciso.

El sistema implementado es rapido y objetivo al analizar una biopsia renal
glomerular, en comparacién con la validaciéon de un patélogo, en donde su
experiencia puede predominar en el diagnéstico, aunque a veces puede ser

muy subjetivo.

El protocolo de estandarizacién es una herramienta util en los trabajos de
imagenes médicas, ya que los procesos que se siguen para observar la
biopsia al microscopio no son controlados correctamente, pero en un sistema
de visién artificial debe cumplirse para obtener una muestra adecuada para el

estudio.
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RECOMENDACIONES Y PROYECCION

e Para optimizar el desemperio del clasificador utilizado, es necesario controlar
estrictamente el proceso de preparacién de las muestras, especificamente en

las etapas de corte y coloracién.

e Trabajar en el disefio e implementacién de una platina automatizada, con el
objeto de que la captura de imagenes no dependa del operario del sistema
elaborado.

e Explorar otras técnicas de procesamiento digital de imagenes para mejorar la

segmentacién del espacio de Bowman y los nucleos celulares glomerulares.

e Desarrollar un algoritmo de control de iluminacién, de tal forma que el
protocolo sea mas flexible en la etapa de adquisicion de las imagenes a

analizar y no dependa de este factor.

e Realizar la estandarizacién del mismo tipo de muestras utilizando tinciones
especiales para determinar otras glomerulopatias, como la glomerulonefritis

membranosa y analizar el tejido intersticial.

e Establecer otros estudios cuantitativos complementarios al algoritmo
realizado, usando inmunohistoquimica, para clasificar por diferencia de color

los nucleos celulares.

e Ampliar esta investigacion al estudio de los tubulos distales y proximales,
tejido intersticial y membrana basal utilizando microscopia Optica y electrdnica

de transmision.

e Realizar un estudio de casos y controles para determinar el comportamiento

de las caracteristicas morfologicas del glomérulo en una glomerulonefritis
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proliferativa difusa y mesangial, integrando las otras técnicas de diagnéstico y
la historia clinica de los pacientes, para tener en cuenta la etiologia y

epidemiologia de la enfermedad.

Ejecutar un estudio que permita realizar la reconstruccion tridimensional del
glomérulo en general y los tubulos, para conocer mejor la estructura

morfoldgica y permita confirmar los estudios en torno a la funcién renal.

Extender el estudio realizado de estandarizacion en muestras normales en un

rango de edades que incluya a los nifos y a los adultos mayores.

Los pocos sistemas que se han desarrollado para analisis cuantitativo de
biopsias renales, utilizando la microscopia éptica y el procesamiento digital de
imagenes, tienen en cuenta la morfologia glomerular e inclusive cuantifican el
dafio en el tejido intersticial, pero no asumen la clasificacién de las células

glomerulares ni mucho menos determinan la proliferacién celular.
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ANEXOS

1. Manual del usuario de la aplicacion software RENAL MORPHOS 1.

. Registro de diagndstico dado por la aplicacién software: “Analisis Morfolégico
de Glomérulo mediante Imagenes de Microscopia Optica”
. Articulo presentado en el XI Simposio de Tratamiento de Sefales, Imagenes y
Vision Artificial (STSIVA 2006), Bogotd, Pontificia Universidad Javeriana.

e “Sistema Asistido de Vision Atrtificial para la Estandarizacién de los

Andlisis de Biopsias Renales mediante Microscopia Optica”.
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MANUAL DEL USUARIO RENAL MORPHOS 1.

El sistema asistido de vision artificial para analizar biopsias renales RenalMorphos1

esta disefiado en programa QUIPS de LEICA®. A continuacién se muestra el manual

del usuario de la aplicacién software implementado.

1.

Se monta la placa con la muestra a analizar en el microscopio, manteniendo un
aumento de 25x, los filtros ND2 y ND8, y una iluminacibn de 6.5
aproximadamente, de tal forma que la imagen tenga un buen contraste. Luego se
analiza la muestra y cuando aparezca un glomérulo que cumpla las condiciones
de corte (que se vean las arteriolas aferente y eferente), se ejecuta el siguiente
paso.

En la interfaz grafica de QWIN, aparece el botén RUN, con el que se ejecuta una
rutina elaborada en QUIPS. Hay que tener en cuenta que la rutina que se va a
ejecutar es RenalMorphos1.Q5R, entonces se da clic sobre este boton y aparece
el siguiente menu, que corresponde al cuadro de dialogo general que muestra la
operacidn que se va a ejecutar a continuaciéon. Para continuar se presiona el
botdén Continue y para salir del programa el boton Quit.

o] 0s |

(n]n] T A

En este paso, la imagen que se mostraba en la pantalla proveniente del
microscopio siguiendo las instrucciones del paso 1, aparece lista para realizar el
analisis. El siguiente cuadro de dialogo secundario muestra los pasos a seguir en
el analisis de la imagen del glomérulo. EI primer paso es
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4. escribir los datos del paciente, el segundo es procesar la imagen, es decir aplicar
todos los algoritmos elaborados, el tercer paso es medir el glomérulo y sus
componentes morfolégicos, el cuarto paso consiste en segmentar, medir y
clasificar los nucleos celulares del glomérulo y el Ultimo paso consiste en graficar
dos histogramas. Se da un clic sobre el circulo vacio dependiendo del paso a
ejecutar y se presiona OK.

—OPCIONES
{* DATOS DEL PACIENTE

" PROCESAR

" MEDIR GLOMERULOD

" MEDIR CELULAS

" GRAFICAR HISTDGRAMAS

5. El primer paso “Datos del paciente” ejecuta un nuevo cuadro de dialogo como se
muestra a continuacién, en el que dependiendo de la instruccion del cuadro de
dialogo general, se ingresa la informacion correspondiente. Por ejemplo si el
cuadro de dialogo general menciona ingresar la edad del paciente, entonces de

digita esta informacién.

B Input TITLES | x|
Vale: |

|

6. Al terminar de llenar toda la informacién correspondiente a los datos del paciente,
aparece nuevamente el cuadro de dialogo secundario, y se sigue con el paso
“Procesar”. Durante la ejecucion de este paso apareceran desplegadas algunas
imagenes de interés, tales como el espacio de Bowman, el penacho glomerular y
el glomérulo total superpuestos a la imagen original a color, acompafnadas del

siguiente menu. Para continuar con el proceso se presiona siempre OK
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7. Cuando el cuadro de dialogo general mencione el procedimiento de asistencia del
usuario al programa, aparecera el siguiente menu de edicion, en el que la opcién
Line permite trazar la trayectoria de unién entre los dos extremos del espacio de
Bowman y la opcion Keep permitirda mantener la imagen editada binaria del
espacio de Bowman haciendo clic sobre ella 'y por ultimo se presiona OK.

Edit modes.

" Accept ¢ Reject  Cut
 Draw O Erase " Line

Cear | Undo

Nibs
& Hilbo O Hestomle
= Circle = Ellinse

Line Width ||_ :II

Iripat Dutput
IB inanl = i Binaiv? = I

8. Se ejecutan todos los pasos mencionados en el cuadro de dialogo secundario,
teniendo en cuenta la informacién suministrada por el cuadro de dialogo general.
Todos los valores de las medidas morfolégicas realizadas, la clasificacion celular,
las proporciones entre los componentes glomerulares para realizar la clasificacion
de las glomerulonefritis, las conclusiones generales del estudio morfoldgico y el

posible diagnéstico, asi como las observaciones hechas por el usuario del

132



sistema, los datos del paciente, las especificaciones de la técnica realizada y una
imagen a color del glomérulo estudiado, son mostrados en una hoja con titulo
“Andlisis Morfolégico de Glomérulo mediante Imagenes de Microscopia Optica”.
Este informe puede ser almacenado en formato de texto o imprimirse.

El paso de “Graficar histogramas” debe ser ejecutado abriendo el archivo
histogramas.xls, en donde al correr la macro disefiada Unicamente para graficar
los histogramas, aparecera el siguiente cuadro de dialogo. Al presionar el botén
“Graficar Histogramas”, se mostraran un histograma correspondiente a la
clasificacién de las células glomerulares con respecto al tamafo (“Clasificacion de
células glomerulares segun tamafno”) y otro histograma que muestra la proporcién
de células segun el tipo (Proporcion de células glomerulares). El dltimo
histograma presenta tres limites a partir de los cuales se establece la condicion
de un glomérulo segun el numero de células. La informaciéon correspondiente al
namero de células y el area de cada nudcleo celular es exportada desde QUIPS y
es almacenada en dos archivos, Dato1.Q5D y Prueba.Q5D, que se sobrescriben
en cada analisis.

EL SIGUIEMTE BOTON GRAFICA UM HISTOGRAMA DE
CLASIFICACION DE LAS CELULAS GLOMERLLARES
SEGUN S TAMARO ¥ OTRO DE LA PROPORCION DE
CELLLAS EN EL GLOMERLLG

GRAFICAR. HISTOGRAMAS
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