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Resumen

La biopsia convencional es el principal estandar del diagndstico
histologico. La histologia digital incluye automatizacion y
diagnostico mejorado, digitaliza imdgenes microscopicas de
muestras histologicas y analiza parametros similares. El presente
enfoque propone el uso novedoso del contraste de fase en la
histologia digital clinica para mejorar el diagnostico. El uso de
cortes de tejido fresco sin etiquetas evita los dispositivos de
procesamiento y reduce el tiempo de procesamiento. Los
pardametros de contraste de fase que se implementan y calculan
son: la escala externa, la dimension fractal, el factor de
anisotropia de esparcimiento, el coeficiente de esparcimiento y
la varianza del indice de refraccion. Se emplean imdgenes de
muestras sanas y tumorales de colon. Se han utilizado un total de
84 imdgenes con aumentos de 10x, 20x y 40x. La importancia de
la discriminacion entre tejidos sanos y tumorales se evalua
estadisticamente con ANOVA (valor p < 0,005). El andlisis se
realiza para diferentes aumentos. Se muestra una dependencia
del tipo de parametro y del aumento de la imagen. El p-valor de
los pardmetros mas significativos estd por debajo de 107. Las
muestras de los tejidos de colon presentan un conjunto de
parametros de contraste de fase significativos. En concreto la
dimension fractal a 10x es significativa para este tipo de tejido
bajo analisis. Estos resultados son prometedores para el uso del
contraste de fase avanzado en la praxis clinica de histologia
digital.

1. Introduccion

La histopatologia es el principal estandar para el
diagnoéstico [1]. Los métodos actuales se basan en la
observacion microscopica directa de cortes de tejido
teflidos por parte del patdlogo. La biopsia convencional
estd especialmente indicada para la discriminacién de
tejidos tumorales, incluso en estadios precoces. El
procedimiento presenta varias limitaciones, que incluyen
dispositivos para el procesamiento de tejidos, retrasos en el
diagnoéstico causados por el cribado manual o errores
provocados por el sesgo del patdlogo. La histologia digital
contribuye a la automatizacion del procedimiento y a la
mejora del diagnostico mediante parametros mas objetivos.
La histologia digital se implementa mediante la
digitalizacion de imagenes microscopicas de intensidad de
muestras de biopsias convencionales. Las imagenes sin
etiquetas podrian mejorar atin mas el analisis histologico
digital. Eliminaria los dispositivos de procesamiento y
reduciria el tiempo de procesamiento. Uno de los
problemas es que los tejidos bioldgicos no proporcionan
suficiente contraste intrinseco para distinguir las
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estructuras de interés y se necesita la tincion. Los tejidos
bioldgicos son intrinsecamente turbios y son medios de
bajo contraste [2]. Este hecho complica la observacion de
estructuras internas sin cortes fisicos.

En este trabajo, se propone un enfoque novedoso que
consiste en explotar la variacion del indice de refraccion de
los tejidos bioldgicos para el diagndstico manteniendo una
resolucion muy alta. Se propone emplear cortes de tejido
fresco sin etiquetas e imagenes de contraste de fase para el
analisis de muestras biologicas. Este enfoque permite, en
primer lugar, eliminar los artefactos que pueden aparecer
en las etapas de fijacion y tincion de los procedimientos de
biopsia convencionales. Esos procedimientos se pueden
evitar debido a la variacién intrinseca del indice de
refraccion que explota el contraste de fase. También reduce
el tiempo de procesamiento de la muestra. Las imagenes de
contraste de fase proporcionan caracteristicas tisulares
novedosas que son particularmente relevantes en los
cambios morfoestructurales, que son tipicos en los tejidos
tumorales, [3].

Este trabajo comienza con la descripcion del modelo
tedrico que da lugar a la definicion de los parametros de
contraste de fase bajo estudio. Posteriormente se describe
el procedimiento experimental de toma de muestras e
imagenes. A continuacion, se obtienen los parametros
identificados y se analizan estadisticamente para
comprobar su potencialidad discriminadora. Por tltimo se
discuten los resultados y se extraen conclusiones.

2. Modelo teorico

La microscopia de contraste de fase (PCM) presenta
ventajas sobre la microscopia convencional. La
microscopia de contraste de fase fue desarrollada por
Zernike en la década de 1930. Permite obtener imagenes
no invasivas y sin etiquetas de células vivas.

El estudio de los modelos de la distribucion del indice de
refraccion comenzé con los modelos de los medios
continuos atmosféricos y ocednicos y luego se extrapolo al
modelo de medio continuo de los tejidos bioldgicos. La
distribucion del indice de refraccion en un medio
turbulento general requiere una descripcion estadistica del
haz que se propaga. En este caso estamos ante muestras
bioldgicas turbias, por lo que no se espera variacion
temporal. En consecuencia, el analisis de los parametros de
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contraste de fase debe basarse en la teoria de los procesos
aleatorios [4].

De la distribucion espacial del indice de refraccion, las
caracteristicas estadisticas mds relevantes son los dos
primeros momentos: el valor medio

() = (n(M)y (1)
Y su funcién de covarianza,

B, (r1,72) = ([n(r7) — no(TD][n(T2) —ne@) D (2)

En un campo que se propaga a través de un medio de
esparcimiento débil, la relacion de dispersion asociada se
puede expresar como,

(k?) = n3pg (1+2) (3)

Donde (k?2) es el momento de segundo orden del vector de
onda, (k?) = (kZ) + (kj) + (kZ), con paréntesis angulares
que indican el promedio del conjunto, ny es el promedio
del indice de refraccion, S, es el nimero de onda en el
vacio, By = w/c, y o es la variacion espacial del indice
de refraccion. La variacion del indice de refraccion de una
muestra transparente se puede calcular a partir de la imagen
de contraste de fase medida como [5],

d=%wm% 4)

La ecuacion (4) implica que la variacion del indice de
refraccion se puede extraer de la intensidad media del
gradiente de las imagenes de contraste de fase.

Otro parametro de contraste de fase que se puede estimar
es el coeficiente de esparcimiento (u). El coeficiente de
esparcimiento se puede calcular utilizando el teorema de
fase de esparcimiento [6],

2

L=l L(r»r 5)
Donde (A@?(r)) indica la variacion espacial de la fase y L
es el grosor de la muestra de tejido.
Ademas, considerando el caracter intrinsecamente
esparcidor de los tejidos bioldgicos, también se puede
estimar el factor de anisotropia de esparcimiento. La
estimacion también hace uso del teorema de fase de
esparcimiento y puede expresarse como,

a1 (VIBMIPR)y
T T I ©)

donde k, es el vector de onda incidente y V[@(r)] es el
gradiente de fase.

La turbulencia 6ptica suele explicarse por la presencia de
irregularidades en el indice de refraccion, los llamados
“remolinos turbulentos”. Aparecen debido a fluctuaciones
en varias propiedades fisicas de la materia, como la
temperatura, la presion y la concentracion no homogénea
de especies, y es de aplicacion habitual en modelos
atmosféricos o marinos. Las posibilidades de mezcla de

diferentes partes de la muestra por factores externos o
internos, como el crecimiento celular o la transferencia de
fluidos en tejidos bioldgicos, provocan transferencia de
energia entre remolinos de diferentes tamafios. El mayor
tamafio posible de un remolino se define como la escala
exterior L,y de turbulencia. Los remolinos mas grandes se
descomponen en otros mas pequefios hasta que su tamafio
alcanza el limite inferior y la energia se disipa. Para
estudiar estas caracteristicas en muestras histologicas, el
espectro de inhomogeneidades del indice se ajusta a la
ecuacion,

ancild(m-1

D) = Tt )
que tiene la forma del espectro de Von Karman, con
excepcion del exponente m, que puede asumir valores
distintos a 4/3. En este caso, m es aproximadamente igual
a la mitad de la pendiente medida en el rango de escala de
ley de potencia [7]. Su magnitud esta relacionada con la
dimensién fractal de una superficie bidimensional, df =
4—-m.

Se ha demostrado que la distribucion espacial de los
principales componentes de los tejidos biologicos
generales presenta autosimilitud. Esto hace posible el uso
potencial del analisis fractal también en estas estructuras.
El objetivo es tratar de identificar regularidades
estadisticas espaciales que puedan ser descritas por leyes
de potencia. En particular, la dimension fractal define las
caracteristicas de estabilidad de una imagen, con respecto
a las transformaciones de escala. La dimension fractal de
una imagen se puede estimar mediante varias técnicas:
conteo de cajas; correlacion; sandbox; o incluso el espectro
de Fourier. El método de conteo de cajas consiste en una
cuadricula con cajas de tamafio & superpuestas a una
imagen. El numero de casillas que contienen cualquier
parte de la figura se registra como N(g). El procedimiento
se repite para diferentes tamafios de &, y la dimension
fractal dy se calcula como,

__ logIN(e)]
df - log(e) (8)

La dimension fractal df generalmente se calcula a partir del
valor negativo de la pendiente de la regresion lineal de

log[N(&)] en log(e),

log[N(&)] = —dlog(e) )

3. Materiales y métodos

Se empled una configuracion de microscopia de contraste
de fase. Las muestras se colocaron en un escenario
motorizado para el barrido espacial automatico. El
contraste de fase se implement6 mediante un anillo de fase
externo, combinado con varios objetivos de contraste de
fase con aumentos de 10x, 20x y 40x (Nikon 10x Plan
Fluor 0.30NA Phl DLL, 20x SPlan Fluor ELWD 0.45 NA
phl ADM y 40x SPlan Fluor ELWD 0.60 NA ph2 ADM).
Las imagenes se grabaron con una camara CCD (Orca-R2,
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Hamamatsu) y se almacenaron en formato de escala de
grises de 12 bits [8].

Cada muestra histologica se visualiza mediante la
configuracion de microscopia de contraste de fase descrita
anteriormente. Las imagenes se obtienen con aumentos de
10x (866x660 um; tamafio de pixel 0,64 pum), 20x
(433x330 um; tamaiio de pixel 0,3225 pm) y 40x (219x167
um; tamafio de pixel 0,1632 pum). Se presta especial
atencion a la saturacion de pixeles y al campo de vision. Se
adquirieron un total de 84 imagenes.

Se emplearon muestras frescas de tejidos sanos y tumorales
del biobanco de tejidos bioldgicos del Hospital Marqués de
Valdecilla. Particularmente las muestras bioldgicas
procedian de colon. Las muestras fueron congeladas y
cortadas por microtomo, con un espesor menor a 6 pm. No
se aplicé ningin procedimiento de fijacion o tincion a las
muestras, ya que estos procesos podrian alterar las
propiedades del tejido, en particular las propiedades del
indice de refraccion. Las muestras se recogieron sobre
portaobjetos de vidrio de microscopia tratados para su
medicion. Las muestras se conservaron a 4°C durante dos
horas antes de la medicidén por microscopia de contraste de
fase. En la Figura | se presentan ejemplos de imagenes de
tejido de colon sano y tumoral a 10x, 20x y 40x.

(e) ()

Figura 1. Imagen histologica de tejido de colon sano (a) y
tumoral (b) con aumento de 10x; imagen histologica de tejido de
colon sano (c¢) y tumoral (d) con aumento de 20x; imagen
histologica de tejido de colon sano (e) y tumoral (f) con aumento
de 40x.

4. Obtencion y analisis estadistico de
parametros opticos de fase

A partir de las imagenes de contraste de fase obtenidas, se
lleva a cabo una implementacion del calculo de los
parametros de contraste de fase identificados
anteriormente, ya que estos parametros influyen en el
modelado matematico de la propagacion Optica en los
tejidos bioldgicos, [4]. Se han usado 42 imagenes de tejido
de colon sano y 42 imagenes de tejido de colon tumoral.
Particularmente, se lleva a cabo el calculo del factor de
anisotropia de esparcimiento, el coeficiente de
esparcimiento, la dimension fractal, la escala exterior y la
varianza del indice de refraccion. Se realiza el calculo
mediante una implementacion propia para cada una de las
imagenes obtenidas, y se separan los resultados en dos
grupos, correspondientes a las muestras sanas y
patologicas.

Se necesita un analisis mas profundo para estudiar la
relevancia estadistica de los parametros y su consiguiente
potencialidad diagnostica. Como estamos tratando de
analizar la importancia de los posibles valores promedio de
los parametros, se realiza un analisis estadistico ANOVA.
Estos analisis se realizan para tejidos sanos y tumorales en
cada aumento, para los diferentes parametros de contraste
de fase obtenidos. La Figura 2 y la Tabla 1 muestran los
resultados de los p-valores del andlisis ANOVA para
muestras de tejido de colon a diferentes aumentos. Como
la prueba estadistica verifica la hipotesis de medias iguales
de los parametros, habré diferencias significativas para p-
valores pequeilos.

p valores para tejido de colon sano y tumoral
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Figura 2. Resultados de p-valores del andlisis ANOVA para
parametros de contraste de fase al comparar muestras de colon
sano y tumoral, para diferentes aumentos. Los valores mostrados
con un * son valores inferiores a 0,009.
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Parametro de

contraste 10x 20x 40x

FA 0.3401 0.0027 0.0349
CE 0.6446 0.0022 0.6036
DF 5.4414e-04  0.8466 0.9181
EE 0.4176 0.2155 0.0086
VIR 6.6435e-04  0.7047 0.2696

Tabla 1. Resultados de p-valores del analisis ANOVA para
pardametros de los siguientes parametros de contraste: Factor de
Anisotropia (FA), Coeficiente de Esparcimiento (CE), Dimension
Fractal (DF), Escala Exterior (EE) y Varianza del Indice de
Refraccion (VIR), en muestras de colon sano y tumoral a
diferentes magnificaciones.

5. Resultados y discusion

Los resultados mostrados en las secciones anteriores
permiten estimar la potencialidad de los nuevos parametros
de contraste de fase propuestos para el diagndstico de
tejidos. La principal diferencia entre el analisis histologico
convencional, incluida la histologia digital, se basa en el
hecho de que se recopila y emplea la informacion de fase
de la senal optica. Este hecho permite el uso de cortes de
tejido fresco, que se pueden obtener mas rapidamente, ya
que no requieren procesamiento adicional, al contrario de
las muestras fijas convencionales. Cada una de las
imagenes, correspondientes a colon, ya sea sano o tumoral,
y con diferentes aumentos a 10x, 20x y 40x, se procesod
para calcular los parametros de contraste de fase
propuestos: factor de anisotropia de esparcimiento,
coeficiente de esparcimiento, dimension fractal, escala
exterior y varianza del indice de refraccion. Se observan
unas tendencias que indican que la validez de los
parametros parece depender del factor de magnificacion de
las imagenes. Se ha realizado un andlisis estadistico
utilizando ANOVA de los parametros de contraste en los
diferentes tejidos a diferentes magnificaciones. Se debe
prestar atencion a los p-valores bajos. Estos valores indican
que los grupos sanos y tumorales son estadisticamente
significativos, en la medida expresada por el p-valor. Se
establece un criterio de un p valor inferior a 0,005 para ser
considerado estadisticamente significativo. Por ejemplo,
en el caso de las muestras de colon, los parametros de
contraste de fase significativos, segun la Figura 2, serian el
factor de anisotropia de esparcimiento a 20x, el coeficiente
de esparcimiento a 20x, la dimensién fractal a 10x, la
escala exterior a 40x y la varianza del indice de refraccion
a 10x. Los resultados mas significativos son para la
dimension fractal a 10x y la variacion del indice de
refraccion a 10x. Las variaciones con respecto al aumento
tienen que ver con la diferencia estructural del tejido en
relacion con el factor de magnificacion. Estos resultados
muestran una aplicabilidad prometedora de los parametros
de contraste de fase en histologia digital en muestras de
tejido fresco. En particular, para las muestras de tejido bajo
analisis, existe una coincidencia significativa en varios
parametros con un aumento de 10x. Aun asi, la aplicacién

clinica de estos pardmetros para un conjunto general de
muestras  biologicas probablemente requeriria la
consideracion de aumentos y pardmetros combinados en un
algoritmo de clasificacion sofisticado. El hecho de que las
muestras sean frescas podria ser, por un lado, una ventaja,
ya que se elimina el procesamiento de las muestras y el
procedimiento resulta mas rapido, pero por otro lado
dificultaria la conservacion, que solo podria hacerse por
congelacion. También, se tendria como futura
investigacion, estudiar como los cambios
morfoestructurales de los tejidos tumorales de colon en las
diferentes magnificaciones, afectan a los parametros de
contraste. Los resultados de este trabajo muestran la
potencialidad de los parametros de contraste de fase para
la histologia digital en tejido de colon.
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