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En este trabajo se describe el desarrollo de una GUI (Graphic User Interface) en Python para sistematizar el andlisis de
imdgenes, en el marco del estudio hemorreoldgico in vitro de fitoquimicos que podrian ser utilizados en el tratamiento de
la diabetes. Los criterios de usabilidad de la GUI basada en la libreria TkInter estdn dirigidos a usuarios no expertos. Los
algoritmos de procesamiento de imdgenes estdn contenidos en la biblioteca OpenCV2, que utiliza las redes neuronales
previamente entrenadas. Las imdgenes se obtuvieron con una cdmara digital acoplada a un microscopio invertido y
objetivo 40x. En este trabajo se optimiz6 el proceso de busqueda de pardmetros (porcentajes de células aisladas y el
coeficiente de células aisladas) para glébulos rojos incubados con soluciones de quercetina a distintas concentraciones.
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This work describes the development of a GUI (Graphic User Interface) in Python to systematize the image analysis
within the framework of the in vitro hemorheological study of phytochemicals that could be used for diabetes treatment.
The usability criteria of the GUI based on the TklInter library are aimed at non-expert users. The image processing
algorithms are contained in the OpenCV2 library, which uses pre-trained neural networks. Images were obtained using
a digital camera coupled to an inverted microscope (40x objective). In this work, the parameter search process was
optimized (percentages of isolated cells and the coefficient of isolated cells) for red blood cells incubated with quercetin

solutions at different concentrations.
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I. INTRODUCCION

En condiciones normales, los glébulos rojos en reposo se
agregan en estructuras similares a pilas de monedas llama-
das rouleaux, pero en determinadas patologias, como por
ejemplo la diabetes, forman aglomerados globulares llama-
dos clusters [1],[2]. Para simular in vitro las alteraciones
que la hiperglucemia produce en pacientes diabéticos, se
realizan incubaciones de glébulos rojos humanos en medios
con diferentes concentraciones de glucosa. Ademds, me-
diante estudios hemorreoldgicos es posible evaluar si deter-
minados compuestos podrian revertir estas alteraciones a fin
de utilizarlos para el tratamiento de la diabetes [3],[4],[5].

En este tipo de estudios hemorreoldgicos se suelen utili-
zar imagenes digitales correspondientes a glébulos rojos de
donantes sanos que fueron incubados con soluciones de glu-
cosa (glicados in vitro) y luego tratados con el compuesto en
estudio, por ejemplo fitoquimicos (Trigonelina, quercetina,
beta-sitosterol) o extractos de plantas nativas (Phyllanthus
sellowianus y Bauhinia forficata) utilizadas para el trata-
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miento de la diabetes [6]. Por lo tanto, se necesita procesar
una gran cantidad de imégenes digitales de glébulos rojos
de dadores sanos, tratadas con los fitoquimicos e incuba-
das en medios con distintas concentraciones de glucosa [7].
El protocolo con estas imdgenes incluye la determinacion
de los porcentajes de células aisladas (CA) y pardmetros de
agregacion [8], [9]. En particular, se utiliza frecuentemen-
te el coeficiente de células aisladas definido de la siguiente
manera:

CAinicial - CAfinal
CAinicial

Este coeficiente puede variar entre 0 y 1; siendo Ccy =0
cuando no hay diferencias en la agregacién antes y después
del tratamiento, y Ccq4 = 1 cuando hay agregacién comple-
ta después del tratamiento. De esta forma, el valor de Ccq
cuantifica la variacién de la agregacion de la muestra tratada
relativa al control.

El objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de ob-
tencién de estos parametros reduciendo el tiempo de trabajo
por imagen por parte del operador, mediante el desarrollo de
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un programa adecuado para el andlisis de las microfotogra-
fias de gldébulos rojos (GR) incubados con soluciones del
fitoquimico quercetina.

II. MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utilizaron muestras de sangre de dadores sanos obte-
nidas por puncién venosa y anticoaguladas con EDTA. Los
GR fueron separados por centrifugacién y lavados una vez
en PBS (solucién buffer fosfato, pH 7.4 y osmolaridad 300
mOsm) para su posterior tratamiento.

Tratamiento de las células

Se utilizé quercetina adquirida de Laboratorio Sigma Al-
drich (c6digo117-39-5). Se prepararon soluciones de quer-
cetina en PBS a distintas concentraciones (0,1; 1; 10 y 100
UM), las cuales fueron elegidas teniendo en cuenta las utili-
zadas en diversos estudios de investigacion y su solubilidad
en agua (ensayos previos demostraron que a concentracio-
nes superiores a 100 M es poco soluble en agua). En esta
publicacién se describen los efectos obtenidos en funcién
de las concentraciones de quercetina utilizadas:

= Bajas dosis 0 a 10 uM: quimioprevencion.
= Dosis medias 10 a 200 uM: efectos mixtos.

= Dosis altas >200 uM: pro-oxidante o potenciales pro-
piedades terapéuticas.

Volimenes iguales de GR lavados y de cada solucién de
quercetina fueron mezclados e incubados a 37°C durante 2
horas con agitacién controlada. Luego los GR fueron lava-
dos nuevamente con PBS y resuspendidos en plasma auté-
logo al 0,3 % para su observacion y toma de imdgenes por
quintuplicado en el microscopio.

Método

Se desarrolld una GUI (Graphic User Interface) en
Python para sistematizar el andlisis de imigenes digitales
tomadas con una cdmara acoplada a un microscopio in-
vertido y objetivo 40x. El programa desarrollado permite
aplicarles un balance de blancos para mejorar el contras-
te células-fondo y realizar el conteo de las células totales
(incluidas aquellas que no se encuentran aisladas, sino for-
mando rouleaux). Ademds, se disefid una interfaz on-click
para facilitar el manejo del programa a operarios no fami-
liarizados con recursos informaticos.

Los criterios de usabilidad de la GUI basada en la libre-
ria TkiInter estdn dirigidos a usuarios no expertos. Los al-
goritmos de procesamiento de imdgenes estdn contenidos
en la biblioteca OpenCV2, que utiliza las redes neurona-
les previamente entrenadas por la empresa INTEL (https:
/lopencv.org/).

III. RESULTADOS

EnlaFig. 1 se muestra un ejemplo de una de las imdgenes
originales obtenidas para los GR incubados con quercetina.

La interfaz desarrollada permite utilizar imagenes digita-
lizadas de forma préctica e incluso remota.

En la Fig. 2 se muestra la misma imagen ecualizada por
el programa usando la biblioteca “Python Imaging Library”
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FIG. 1: Imagen original de GR incubados con la solucion de quer-
cetina 100 uM, obtenida con una cdmara acoplada a un micros-
copio invertido y objetivo 40x.

(https://python-pillow.org/). En la Fig. 3 se puede observar
la imagen post conteo donde cada glébulo rojo incluido en
el conteo es indicado por el programa con su circunferencia
tefiida de azul.

FIG. 2: Imagen ecualizada por el programa usando la biblioteca
“Python Imaging Library” (https://python-pillow.org/).
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FIG. 3: Imagen post conteo. Cada globulo rojo incluido en el con-
teo es indicado por el programa con su circunferencia tefiida de
azul.

La interfaz da el conteo y las relaciones del total de cé-
lulas con las células aisladas a través de un histograma, in-
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cluyendo las agrupadas en rouleaux o clusters. En la Fig. 4
se presenta la visualizacion en la barra de estado del resul-
tado del conteo informado por el programa, el cual puede
guardarse como un documento.
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FIG. 4: El resultado del conteo se informa en el programa 'y puede
guardarse como un documento.

En la Fig. 5 se observa a través del histograma emiti-
do, el nimero y frecuencia de agregados eritrocitarios se-
glin la cantidad de células que los componen (Tamafio de
rouleaux), en relacion con las células aisladas.

El cédigo desarrollado optimiza las imagenes en el caso
de los clusters, empleando un balance de blancos. El proce-
so asegura que el contraste entre la célula y el fondo sea tal
que garantice una interpretacion significativa del fenémeno
de la agregacion de eritrocitos.

Histograma conteo de glébulos

Frecuencia absoluta
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Tamafio de rouleaux

FIG. 5: Histograma obtenido con la relacion de C4 y distintos
grupos de agregados eritrocitarios.

Con los valores obtenidos se calcula el coeficiente de cé-
lulas aisladas (Cc4) que se define como la diferencia entre
los porcentajes de células individuales iniciales (GRs con-
trol) y finales (GRs tratados) con relacién al porcentaje de
células individuales antes del tratamiento, de acuerdo con
la ecuacién (1).

En la Tabla 1 se presentan los pardmetros de agregacion
eritrocitaria (porcentaje de células aisladas y Cc4 ) obtenidos
a partir de las imdgenes de las muestras de glébulos rojos
tratados con quercetina.

TABLA 1: PARAMETROS DE IMAGENES OBTENIDOS PARA-
LAS MUESTRAS DE GLOBULOS ROJOS TRATADOS CON DIS-
TINTAS CONCENTRACIONES DE QUERCETINA.

Muestra [CA] Cca
CONTROL 82,3 0
Q0,1 uM | 72,5 £ 3,6%** | 0,120 + 0,006
QlyM 56,4 £+ 2,8%*%% | (0,31 & 0,02*
Q10 M | 55,6 £2,8*%**% | (0,33 £ 0,02%
Q100 yM | 37,6 £ 1,9%** | 0,54 + 0,03*

*p-valor<0,05; **p-valor<0,001; ***p-valor<0,0001
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La disminucién del Cy4 y el aumento de Cc4 muestran que
a mayores concentraciones de quercetina se forman agrega-
dos de mayor tamaiio, es decir conformador por una mayor
cantidad de células.

IV. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se pudo optimizar el proceso de
obtencién de los pardmetros de agregacion eritrocitaria me-
diante un programa adecuado para el andlisis de las micro-
fotografias de glébulos rojos incubados con soluciones de
quercetina. El cédigo desarrollado serd de gran ayuda para
el andlisis de imdgenes obtenidas por microscopia de globu-
los rojos tratados in vitro con soluciones de quercetina co-
mo asi también de otros fitoquimicos y extractos vegetales.
Este nuevo disefio serd de utilidad ademas para el analisis
de las iméagenes obtenidas por microscopia de muestras de
I6bulos rojos de pacientes y de muestras tratadas in vitro
con diferentes drogas de interés farmacéutico.
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