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Abstract: This paper presents a digital image
processing software implementation to identify and
study models of infection related to Chagas disease
caused by Trypanosoma cruzi parasite. The main
objective is predicting disease progression to decide the
appropriate treatment depending on the tissue damage
observed and evaluate the effectiveness of these
treatments in diminishing the structural alterations. For
this reason, digital images from colored tissue samples
are collected, to be able perform the quantification of
inflammatory infiltrate present in these samples. This
quantification process automation guarantees greater
accuracy, objectivity obtaining results and savings in
processing times of the samples involved. The software
also includes a unique image repository and metadata
implementation to provide more efficiency in post-
processing activities.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, también conocida como
tripanosomiasis americana, es causada por el parasito
protozoario Tripanosoma Cruzi. Se estima que 10
millones de personas estan infectadas en todo el mundo,
y que méas de 25 millones corren el riesgo de contraer la
enfermedad, sobre todo en América Latina, donde es
endémica. Esta enfermedad es potencialmente mortal y
se verifican dos etapas sucesivas: aguda y crénica; las
que se manifiestan clinicamente de diversas maneras: en
el caso de compromiso cardiaco se presenta como una
miocarditis aguda, y en las lesiones histopatoldgicas se
caracterizan las reacciones inflamatorias localizadas. En
virtud de ello es muy importante poder identificar y
estudiar los modelos de infeccidn en el huésped para
pronosticar la progresion de la enfermedad o decidir el
tratamiento adecuado en funcién del dafio tisular
observado.

Para este proceso de identificacién es necesario
obtener iméagenes digitales a partir de muestras de tejido
preparadas convenientemente a los fines de poder
efectuar la cuantificacion de infiltrado inflamatorio.

Actualmente el proceso de deteccion es realizado
por cada profesional contabilizando las zonas afectadas

de manera visual, obteniendo como resultado el area de
tejido inflamatorio respecto del area total de la muestra,
entregando una valoracion subjetiva dependiendo del
criterio del evaluador.

Esto lleva a que el proceso de cuantificacion
necesite ser optimizado en busca de mayor precision,
objetividad en la obtencién de los resultados y ahorro en
los tiempos de procesamiento de las muestras
involucradas. Por tal motivo se propone el disefio y
desarrollo de un sistema informatico que permita
automatizar el proceso de deteccién y cuantificacion, y
en una etapa posterior asociar un modelo de datos
normalizado que permita trabajar con las imagenes y los
resultados del post procesamiento.

Materiales y métodos

La cuantificacion de reacciones inflamatorias
localizadas surge de la necesidad de evaluar lesiones
histopatoldgicas presentes en la etapa aguda de la
enfermedad. [1]. Por otro lado debido al polimorfismo
bioldgico; diferentes clones en un mismo linaje, algunas
cepas  prefieren  parasitar  células  musculares
(esqueléticas o cardiacas), otras prefieren células
mononucleares fagociticas y un tercer grupo prefiere
aun otros tipos de tejidos (nervioso, del sistema
reproductor, etc.)[2]. Este tropismo tisular presentado
por las diferentes cepas implica variaciones en las
lesiones producidas a nivel histolégico y en la
presentacion clinica de la enfermedad de acuerdo a la
cepa involucrada en la infeccién. Por lo tanto, la
identificacion y el estudio de dichas lesiones en los
diferentes modelos de infeccion (con distintas
poblaciones de parasitos) y a nivel de diferentes érganos
del huésped pueden ser de interés para proporcionar un
prondstico de la progresién de la enfermedad y/o
decisiones en cuanto a un tratamiento adecuado en
funcién del dafio tisular observado.

Aproximadamente un 30% de los infectados, por
razones aun no determinadas, desarrolla en algin
momento de su vida una cardiopatia de expresién
clinica variable [3].

Es por ello que el Laboratorio de Chagas del
Instituto de Fisiologia en la Cétedra de Fisica
Biomédica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cordoba, en la biusqueda de
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posibles tratamientos utiliza ratones albinos suizos en
los que se estudia el tejido muscular para cuantificar el
infiltrado inflamatorio.

Los ratones fueron mantenidos en condiciones
controladas de luz (12 h-luz, 12 h-oscuridad),
temperatura (25°C + 2°C) y humedad (55 £ 10%), y
alimentados con racion comercial y agua ad libitum.
Todos los procedimientos han sido aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba [4].

El proceso experimental consiste en la realizacion de
la infeccién de los ratones con las distintas cepas del
Tripanosoma Cruzi, luego de ello se sigue con la
aplicacién de un protocolo que consiste en la evaluacion
de muestras de sangre en determinadas fechas, controles
de ECG vy recuento de parasitos para finalizar con la
extraccion de muestras de tejido muscular para su
andlisis en microscopio.

Estudio histopatolégico - Se toman muestras de
tejido (corazon, musculo esquelético, higado, bazo,
tejido adiposo, pulmén, rifiones, cerebro e intestino) de
los ratones infectados, las que son fijadas en formol
bufferado (10%) y embebidas en parafina. Los cortes de
Sum de espesor son coloreados con hematoxilina-
eosina. Un total de 3 cortes de cada 6rgano de cada
animal (n=3 por grupo) son analizados en microscopio
con objetivos de 4X, 10X, 20X y 40X. Se toman como
controles secciones de corazén, musculo esquelético,
higado, bazo, tejido adiposo, pulmon, rifiones, cerebro e
intestino de ratones no infectados (n=3). Las imagenes
también son analizadas en blisqueda de la presencia de
infiltrados inflamatorios y nidos de amastigotes.

Cuantificacion de infiltrados inflamatorios - Para
cuantificar el area cubierta por infiltrados inflamatorios,
se analizan las fotografias digitales tomadas con un
aumento 4X en el programa AxioVision (version 4.0).
Para ello se toma como 100% el area total del corte de
cada uno de los tejidos y se cuantifica el porcentaje de
la misma cubierta por infiltrados. El proceso de
seleccién de las zonas afectadas es manual, Figura 1.

Figure 1: Imagen Procesada en Forma Manual.
Debido a esto el resultado estard supeditado a la

valoracion subjetiva que realice el personal/investigador
que opera el software al incluir o excluir las areas con
existencia del tejido para andlisis.

Los valores asociados al porcentual inflamatorio
resultante de cada imagen, son ingresados manualmente
en planillas Excel donde se realizan célculos
intermedios para obtener la informacion referida a los
totales por grupo de muestras. Esta informacion es
nuevamente ingresada en forma manual en la
herramienta de andlisis estadistico, Infostat [5], cuyo
resultado sera utilizado para las conclusiones finales.

Basados en el estado actual del arte en relacion al
trabajo realizado en el Laboratorio surge la necesidad de
disefiar un sistema informatico que brinde soporte a las
etapas involucradas en el procesamiento de las
imagenes referidas, el que permitiria obtener una mayor
precision en los resultados y un importante ahorro de
tiempo en el procesamiento de las muestras en
comparacion con la ejecucion manual que se realiza
actualmente; lo que conllevara a una evaluacion mas
eficiente de los tratamientos ensayados, siempre
pensando en mejorar la calidad de vida de los futuros
pacientes.

Objetivos — En virtud del fin del trabajo se plantean
los siguientes objetivos especificos:

1) Automatizar el proceso de cuantificacion del
infiltrado inflamatorio mediante el empleo de técnicas
de procesamiento de imagenes. Utilizar Matlab y
Simulink [6] como herramientas para la elaboracion del
algoritmo final de procesamiento.

Procesamiento Digital de Imagenes — Partimos de
imagenes formato TIF, Figura 2, obtenidas del sistema
fotografico montado sobre el microscopio Olympus
1X81.
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Figure 2: Imagen Original formato TIFF.

Con el uso de Matlab y su Image Proccessing
Toolbox [7] y [8], se realizaron transformaciones
geométricas, se aplicaron filtros morfolGgicos y se
hicieron anélisis de histograma en forma separada, con
el fin de crear el algoritmo que mejor se adapte al fin
buscado.
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Se determino que el primer proceso es separar la
imagen RGB del tejido; en las tres capas de colores
primarios que la componen mediante el uso de una
funcion de MatLab. Esto nos da como resultado tres
matrices bidimensionales; eligiendo la que corresponde
al color rojo (R) debido a una mejor diferencia de
contraste entre tejidos.

A continuacién se aplica una funcién que convierte
la matriz seleccionada a escala de grises, a los fines de
eliminar la informacion de tono vy saturacion,
manteniendo la luminancia [9].

Como el objetivo es determinar zonas diferentes
sobre la imagen, realizamos el analisis del histograma,
Figura 3, para poder determinar cuales podrian ser los
umbrales para separacion de tejidos.
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Figure 3: Histograma.

Tendremos entonces tres intervalos de seleccion
como se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Intervalos para seleccion de Tejido

Tipo Minimo Maximo
No Tejido 200 255
Tejido Sano 160 200
Infiltrado Inflamatorio 80 160

Donde los valores minimos y maximaos surgieron del
analisis de varias imagenes, destacando que éstos seran
de referencia, pero con la posibilidad de ser ajustados
con cada lote de imagenes.

Con estos umbrales se realiza binarizacién, Figura 4,
en donde los pixeles de la imagen resultante tendran dos
valores posibles, 1 para aquellos que son mayores al
umbral en la imagen original y 0 para los menores.

% separo tejido por Binarizacion
imagen Bl binarizada = inputGray < umbralTejido;
imagen B2 binarizada = inputGrav > umbrallnflamatorioBajo

& inputGray <umbralInflamatoriollto;

Figure 4: Binarizacion.

Como resultado del proceso anterior, se determina
en primera instancia una imagen en dénde se separa
Tejido vs No Tejido (imagen_B1_binarizada), Figura 5.
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Figure 5: Imagen Binarizada. Tejido vs No Tejido.

En la imagen resultante se aprecian pixeles
individuales (no Tejido) dentro de las zonas de tejido y
viceversa; lo cual requiere una homogeneizacién para
cada area (Tejido/No Tejido) que implica la necesidad
de aplicar un filtro a la imagen binarizada.

Luego de evaluar las distintas opciones de filtros
disponibles, se eligio el tipo promedio (average) [10].

A los fines de poder implementar el filtro antes
mencionado se requiere un vector de salida
bidimensional; cuyo tamafio es parametrizable y
definido por el investigador en base a la imagen de
origen.

El procedimiento de filtrado también se aplica a la
imagen binarizada Tejido Sano/Infiltrado Inflamatorio
(imagen_B2_binarizada).

Durante el proceso de cuantificacion se ejecuta un
barrido de la imagen binarizada Tejido/No Tejido,
enmascarando la imagen original referida a la matriz de
color rojo (R), asignando gris a las areas de No Tejido y
amarillo a las de Tejido.

Utilizando la imagen resultante, se realiza un nuevo
barrido considerando la imagen binarizada Tejido
Sano/Infiltrado Inflamatorio como mascara para la
identificacion con color fucsia las areas de infiltrado
inflamatorio, Figura 6.

Imagen RESULTANTE TEJIDO vs MO Tejido

Figure 6: Imagen Final.
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Para finalizar el proceso de cuantificacion, se
contabilizan pixeles grises, amarillos y fucsias que
permiten obtener los valores porcentuales finales,
visualizados en la Tabla 2.

Tabla 2: Resultados porcentuales

Porcentaje
Item %

Porcentaje Tejido en la Imagen 49.71
Porcentaje Tejido Inflamatorio en la 3.06
Imagen ’
Porcentaje Tejido Inflamatorio vs

.. 6.20
Tejido Sano
Resultados

Se evaluaron 200 imagenes para poder determinar
tanto los umbrales, como el tamafio de las mascaras
Optimas para el promedio, Tabla 3.

Tabla 3: Umbrales obtenidos vs Tipo de Tejido

Tioo Umbral Umbral Vector de
P Tejido  Inflamatorio Salida
Musc. Esquel.
Sano 20X 186 120-150 12
Musculo
Esquel. Sano 190 135-160 6
4X
Corazon Sano 198 150-165 12
4X
Corazon 192 70-130 6
Infectado 4X
Musculo
Esquelético 200 80-150 6
Infectado 4X

Los datos incluidos en la Tabla 3 hacen referencia a
valores Gptimos para la muestra analizada, sin embargo
los mismos deben adecuarse debido a cambios en los
factores asociados al proceso de preparacién de
muestras y/o obtencién de iméagenes; por ejemplo
tincion, intensidad de luz del microscopio, entre otros.

Conclusiones

Del trabajo realizado hasta la fecha hemos podido
determinar la  secuencia de operaciones de
procesamiento a realizar sobre las iméagenes con el fin
de poder separar los tejidos involucrados en la
evaluacion. Surgio la necesidad de ofrecer al usuario la
posibilidad de ajustar parametros para la seleccion y
evaluacion, en particular los umbrales de seleccion vy el
tamafio de la mascara de promedio. Sin que éstos sean
ajustables no es posible obtener un resultado aceptable
en la evaluacion de un grupo de imagenes tomadas en
distintos instantes de tiempo. También cabe mencionar

que en el preparado de las muestras también existen
diferencias.

En la etapa siguiente de nuestro desarrollo en
relacion al procesamiento de las imagenes debemos
poder cuantificar los infiltrados en cortes de tejido
separados en mas de una captura digital.

El préximo paso de desarrollo del proyecto incluye
la implementacion de un repositorio unificado de
imagenes y sus respectivos metadatos, con el fin de
facilitar su identificacion y clasificaciéon por distintos
criterios (aislamientos/cepas del virus, 6rganos/tipos de
tejidos infectados, tratamientos aplicados, fechas, entre
otros), en busca de optimizar el trabajo en equipo por
parte de los especialistas; evitando el traspaso de
iméagenes entre estaciones de trabajo e incluso
reprocesamientos de imagenes ya analizadas
anteriormente.
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