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RESUMEN

Objetivo: Desarrollar un sistema de vision artificial para el estudio de las biopsias de rifién mediante microscopia
dptica. Disefio del estudio: Las biopsias de rifion fueron procesadas mediante bloques de parafina y coloreadas con
hematoxilina eosina en el Departamento de Patologia, Universidad del Cauca. Las imdgenes de los 108 glomérulos
analizados, fueron adquiridas mediante una camara CCD acoplada a un microscopio optico. El algoritmo de segmenta-
cidn de las imdgenes fue desarrollado con base en técnicas de procesamiento y andlisis digital de imdgenes. Resultados:
Mediante el procesamiento digital de imdgenes se puede extraer la informacion cuantitativa de los diferentes tipos de
células que conforman el penacho glomerular como son las células endoteliales, mesangiales y podocitos, asi como
también obtener informacion sobre el tamafio del penacho glomerular y su relacién con el espacio de Bowman. Lo
anterior permitird a futuro la utilizacion de este sistema para el estudio de las glomerulopatias proliferativas.
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ABSTRACT

Objective: To develop a system of artificial vision for the study of the kidney biopsies by means of optic microscopy. Design
of the study: The kidney biopsies were processed by means of blocks of paraffin and colored with hematoxylineosin stain
in the Department of Pathology, University of the Cauca. The images of the 108 analyzed glomerulus were acquired by
means of a camera CCD coupled to an optic microscope. The algorithm of segmentation of the images was developed with
base in techniques of processing and digital z/zﬁqu'sisvof, images. Results: By means of the digital processing of images you
can extract the quantitative information of the different types of cells that conform the glomerular tuft such as the
endothelial, mesangial and podocites cells, as to obtain information about the size of the glomerular tuft and its relation
with the space of Bowman. The above mentioned will allow us to future the use of this system for the study of the

proliferative glomerulonephritis.

Key Words: K-means algorithm, analysis of renal images, glomerulus, digital processing of images.

INTRODUCCION

La nefrologia corresponde al estudio de los rifiones, sus com-
ponentes y sus patologias. La unidad funcional renal es el
nefrén, el cual esta constituido por: el corpusculo renal o
malpighiano (glomérulo y capsula de Bowman) y los titbulos
proximal y distal. El corpuisculo renal esta compuesto, como
se muestra en la figura 1, de un sistema capilar lineado por
una capa delgada de células endoteliales; una regién central
de células mesangiales; las células epiteliales viscerales
(podocitos) y la membrana basal asociada; y las células
epiteliales parietales de la capsula de Bowman.

El glomérulo tiene entre sus funciones el proceso de
ultrafiltrado de la sangre desde los capilares glomerulares
y los podocitos hacia el espacio de Bowman. Existen dos
tipos de nefrones reconocibles dentro del rifion: los
corticales, que se encuentran en la superficie, y los
yuxtamedulares, que se encuentran en la médula o parte
interna del rifién. El didmetro promedio de un glomérulo es
de aproximadamente 200?m. El didmetro de los glomérulos
yuxtamedulares es un 20% mas grande que los glomérulos
de la zona superficial. (1)

El desarrollo de la Nefropatologia en los ultimos 20 afios
ha sido vertiginoso, especialmente en lo referente a los
trastornos glomerulares. En éste periodo se consolido la
expresion de glomerulopatias para incluir las enfermeda-
des con signos morfolégicos inflamatorios llamadas
glomerulonefritis (GMN), y aquellas que carecen de ellas.
Las GMN se caracterizan también por la proliferacién ce-
lular en el glomérulo. La importancia de una biopsia renal
radica en que posibilita el diagndstico morfologico, esta-
blece el prondstico del paciente y plantea el tratamiento a
seguir, ademas facilita el conocimiento de la historia natu-
ral de la enfermedad. (2)

En general, la inspecci6n visual mediante el microscopio
bptico realizada por el patélogo para determinar una pato-
logfa renal, especificamente una glomerulonefritis, depen-
de de la exhaustiva tarea de observar la aparente prolifera-
cién celular del glomérulo y consecuente disminucién del
espacio de Bowman de una forma subjetiva, para asi esta-
blecer un diagnéstico. Aunque la primera forma de diag-
nosticar una enfermedad renal es mediante el microcopio
éptico, existen otras técnicas para establecer una
glomerulopatia como la microscopia electrénica de transmi-
sién, la inmunofluorescencia, y la microscopia 6ptica de
alta resolucién. Estos equipos y técnicas son altamente
costosos vy la preparacion de las muestras requiere de un
cuidado especial.

Como clasificador se utilizo el algoritimo de k-means que
tiene como idea central minimizar la distancia de todos los
objetos segmentados a los centroides agrupandolos den-
tro de un cluster o clase. Un minirno local de todas las dis-
tancias dentro del cluster es buscado interactivamente ajus-

tando los k centroides del cluster m;, y asignando cada
objeto al centroide més cercano. (3)

La técnica presentada en este trabajo posee la ventaja de
almacenar la imagen, sus datos y presenta un primer diag-
néstico de la biopsia renal analizada, teniendo la posibili-
dad de constituir un archivo para postetiores revisiones de
dicho paciente.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A. Coleccion de muestras

Las biopsias renales utilizadas para estandarizar los patro-
nes morfolégicos normales del glomérulo fueron extraidas
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Figura 1. Glomérulo y sus componentes.

ik

de autopsias de 10 individuos con edades comprendidas
entre los 15 y 40 afios que no presentaban patologias que
comprometieran el rifién, y fueron realizadas en el Instituto
de Medicina Legal y Ciencias Forenses seccional Cauca.
Se realizé un estudio retrospectivo de los pacientes a los
que se les habia practicado biopsia renal percutanea, reali-
zadas en el Departamento de Patologia del Hospital Univer-
sitario San José de Popayén, Colombia, y cuyo diagnéstico
clinico demostraba la presencia de lesiones histopatolégicas
compatibles con enfermedad glomerular, especificamente
glomeruloneftitis proliferativa y mesangio-proliferativa. El
diagnoéstico de estos pacientes fue realizado mediante
microscopia Optica y confirmado mediante microscopia elec-
trénica de transmisién. El tejido fue procesado en todos los
casos por el equipo de técnicos del mismo hospital. Todas
las muestras fueron fijadas en parafina; se practicaron cor-
tes de alrededor de 3 micras con un micrétomo vertical yse
colorearon con tincién hematoxilina eosina. (4)

B. Descripcién del sistema

El sistema implementado estd constituido por un microsco-
pio dptico marca Nikon que tiene acoplada una cdmara CCD
marca JVC de 640x480 pixeles, la sefial analdgica de salida
de la camara es digitalizada mediante una tarjeta de adquisi-
cidn conectada al computador, obteniendo de esta forma
las imagenes digitales para el estudio. El computador utili-
zado es una estacion de procesamiento y anélisis de image-
nes LEICA Q550IW. El software se desarroilé en QUIPS y
QWIN, los cuales son macroprogramas interactivos ejecu-
tados en una plataforma PC.

La figura 2 muestra el diagrama de flujo de la informacién en
este sistema de vision artificial, que es alimentado por una

imagen digital del glomérulo, esta imagen es segmentada
para separar las regiones correspondientes al espacio de
Bowman, el penacho glomerular y el glomérulo, y posterior-
mente realizar las mediciones morfoldgicas de cada uno de
estos objetos de la imagen. :

El siguiente paso es nuevamente segmentar la imagen para
separar los nticleos correspondientes a las células
glomerulares que interesan analizar y etiquetar cada una
como un objeto, extrayendo de estos las caracteristicas mas
relevantes que serviran para clasificarlas utilizando el algo-
ritmo de k-means, mostrando el resultado del analisis diag-
néstico y con la posibilidad de imprimirlo o almacenarlo. En
las siguientes secciones se profundizan con mayor detalle
las técnicas de procesamiento y anélisis digital de image-
nes utilizadas por la aplicacién software para llevar a cabo
esta tarea.

C. Segmentacién

La segmentacién consiste en dividir la imagen en regiones
que son de interés, denominadas objetos, y el fondo, cons-
tituido como la regidn que no presenta interés particular.
Dentro de las segmentaciones realizadas: la primera separa
el espacio de Bowman del resto del glomérulo, mientras que
la segunda aisla las células glomerulares para su posterior
clasificacion.

Figura. 2. Diagrama de flujo del sistema implementado.
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Segmentacion del glomérulo, espacio de Bowman y células
glomerulares: Esta es una de la etapas ms criticas del siste-
ma, debido a que se debe segmentar el espacio de Bowman,
teniendo en cuenta que también se pueden segmentar los
titbulos que se observen en la imagen alrededor del glomérulo
y los capilares que se presentan a la luz del microscopio,
objetos que no son de interés en este trabajo. La imagen a
color original es descompuesta en sus tres planos RGB, se
realiza una reconstruccién entre el plano verde y su laplaciano,
con el fin de obtener una imagen en gris sin la presencia de
bordes. Posteriormente se obtiene la imagen invertida de la
sustraccion entre el plano verde y la reconstruccion de bor-
des, operacién comunmente definida como filtrado high boost
o enmascaramiento difuminado.

Esta imagen muestra el espacio de Bowman bien definido, y
algunos capilares y tubulos difusos, ocultando el fondo.
Utilizando una dilatacién en nivel de gris se eliminan los
elementos difusos de la imagen.(5) La imagen resultante
muestra el espacio de Bowman sin defectos y, en algunos
casos, muestra algunos tibulos que por su tamafio no son
eliminados durante el proceso; finalmente la imagen es
umbralizada (figura 3). La siguiente etapa es la parte de la
asistencia del usuario al sistema para cerrar los dos extre-
mos del espacio de Bowman correspondiente a la figura 3.

Debido a que el tejido adyacente al tubulo distal es similar
al tejido del glomérulo, es necesario hacer uso del cursor
como si fuera un ldpiz para trazar una trayectoria adecuada
que una los dos extremos del espacio de Bowman, obte-
niendo por ende el glomérulo.(6) En la figura 4 se observa el
borde que encierra el area del glomérulo.

Figura. 3. Ejemplo de segmentacion. Espacio de Bowman.

Utilizando algunas herramientas de la morfologia mateméati-
ca binaria, se mejora la apariencia del espacio de Bowman,
el penacho glomerular (figura 5) y el glomérulo, para asi
realizar las mediciones morfolégicas de cada uno de estos
objetos.

Para separar las células glomerulares se realiz6 una seg-
mentacién por color, aprovechando que el color del nicleo
es diferente al del citoplasma y al del tejido del penacho
glomerular.

D. Extraccion de caracteristicas

Con las imégenes segmentadas se realiza la medicién de las
caracteristicas de cada uno de los objetos. Se mide el area,
perimetro, largo y ancho del glomérulo, el area del penacho
glomerular y el 4rea del espacio de Bowman, ademas se
utilizan los descriptores de drea, redondez, factor de forma
y nivel de gris promedio, medidos a cada uno de los nmi-
cleos celulares. A continuacién se describe cada uno de los
descriptores con mayor detalle. (7)

«  FEl 4rea del nicleo estd definida como la cantidad de
pixeles en total que corresponden al micleo.

+ Laredondez es un factor de forma cuyo minimo valor
es la unidad correspondiente a un circulo. Esta calcu-

Re Perimetro’

(4% x Areax1.064)
de ajuste 1.064 corrige el perimetro debido al efecto de
bordes producido por la digitalizacién de la imagen.

»  El factor de forma esta definido como la razén enire la
longitud y el ancho.

lada por larelacion donde el factor

Figura. 4. Ejemplo de segmentacién. Glomérulo
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