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Resumen
Durante la fase cronica de la enfermedad de Chagas (EC), los pacientes
desarrollan complicaciones en el corazon e intestino en los casos mas
avanzados de la enfermedad. A pesar de que T. cruzi, el agente etiologico de la
EC es capaz de infectar practicamente todas las células nucleadas, aun no se
conoce con claridad porqué estos dos drganos se ven especialmente afectados.
En este trabajo se desarrollaron herramientas computacionales para estudiar la
dinamica de infeccion a nivel de cultivo celular, a partir de resultados
experimentales de trabajos previos, e intentar elucidar el papel de los elementos
de infeccion: por parésito libre, por interaccion entre células infectadas-no
infectadas y la tasa de crecimiento intracelular de los parasitos. Una de las
herramientas, un programa de andlisis de imagenes de microscopia de
fluorescencia tomadas de cultivos celulares infectados permitié cuantificar los
nucleos de células de mamifero y los paréasitos intracelulares, asi como las
distribuciones de paréasitos por célula, aunque la precision del programa no se
evalud bajo criterios similares a los de otros trabajos. La otra herramienta, un
modelo computacional de tipo autdmata celular, permitié replicar las cinéticas
de infeccion de cultivos celulares y obtener distribuciones de parésitos por
célula a partir de las simulaciones. Los resultados de las simulaciones sugieren
que la infeccidon por interaccién de cercania entre células infectadas y no
infectadas podria tener un papel méas relevante que la infeccion por parasito
libre en la cinética de infeccion en cultivo celular. Las distribuciones de
parasitos permitieron obtener un valor asociado a la tasa de crecimiento
intracelular de parésitos, sin embargo, no se encontraron diferencias evidentes
entre dos lineas celulares con alta eficiencia de infeccion. Estas herramientas
resultaran atiles para estudiar los resultados derivados de futuros experimentos
en la basqueda de comprender los elementos que dan lugar a las

manifestaciones clinicas durante la etapa cronica de la EC.






Abstract

In the chronic phase of the Chagas Disease (CD), patients develop hearth and
gut complications in advanced cases of the disease. Although T. cruzi, etiologic
agent of the CD, can infect almost every nucleated cell, it is not clear the reason
these two organs are specially affected. In this work, we develop computational
tools for the study of infection dynamics at cell culture level, from the use of
previous experimental data, and try to elucidate the role of these infection
elements: infection by free parasite, infected to non-infected cell infection and
parasite intracellular growth rate. One of the tools, a fluorescence microscopy
image analysis program, allowed to quantify mammal cell nuclei and
intracellular parasites, as well as parasite per cell distributions, although
program precision was not evaluated by similar criteria as from other works.
The other tool, a cellular automata computational model, allowed to replicate
cell culture infection kinetics and obtain parasite per cell distributions from
simulations. Simulations results suggest that infected to non-infected cell
infection might be more relevant than free parasite infection in cell culture
infection kinetics. Parasite per cell distributions allowed to obtain a parasite
intracellular growth rate-associated value, however, we couldn’t find evident
differences between two cell lines with high infection efficiency. These tools
will be useful for the analysis of results from future experiments in the
understanding of elements that give place to clinical manifestations in chronic
phase of CD.



1. Introduccién
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una de las
enfermedades tropicales desatendidas mas importantes en Ameérica Latina. La
enfermedad recibe su nombre del médico investigador brasilefio Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas en 1909. En la ultima década, el agente etioldgico,
Trypanosoma cruzi, distribuido a traves de sus vectores triatominos, se ha
expandido de forma global, con un estimado de 8 a 11 millones de personas
infectadas. Se encuentra de forma endémica principalmente en 21 paises de
América Latina. Debido a la movilizacion a nivel global, la deteccion de la
infeccion se ha incrementado en Estados Unidos, y paises europeos, africanos,
del Este Mediterraneo y del Pacifico Oeste (WHO, 2022; CDC, 2022). En
México, se estima que cerca de 4 — 6 millones de personas estan infectados con
el agente etioldgico, y casi 30 millones de personas estdn en riesgo de
infeccion, basado en muestreos de donaciones de sangre, en las tasas de
natalidad, en los casos por afio, y en la distribucién estimada del vector, aunque
la informacion epidemioldgica a nivel nacional es escasa, y la revision de la
enfermedad en pacientes no se incluye en las encuestas de salud

seroepidemioldgicas nacionales (Ramsey et al., 2015; Arnal et al., 2019).

Durante el proceso infectivo en mamiferos, todos los tipos de células nucleadas
en el hospedero son blancos potenciales de infeccion, sin embargo, se observa
una infeccion y respuesta inflamatoria exacerbada de forma comuin en el
miocardio y el tracto intestinal. Se desconocen las causas y mecanismos
precisos de la afectacion particular de estos tejidos durante la etapa cronica de

la enfermedad de Chagas.

Ademas de las aproximaciones experimentales, se han desarrollado diferentes
estrategias tedricas y computacionales para el estudio del proceso infectivo de
T. cruzi, por ejemplo, usando modelos de ecuaciones diferenciales 0 modelos

basados en agentes, con el objetivo de estudiar diversos aspectos como la



interaccion con el sistema inmune, la distribucion entre sistemas de 6rganos, e
incluso la distribucion en poblaciones humanas (de Freitas et al., 2018). En
particular, los modelos basados en agentes pueden resultar interesantes para el
estudio de procesos a nivel de células individuales. Estos consisten en modelar
un sistema como una coleccion de entidades capaces de tomar decisiones de
forma auténoma denominadas agentes. Cada agente evalta de forma individual
su situacién y toma decisiones con base en un conjunto de reglas. Los agentes
pueden ejecutar comportamientos diversos que sean apropiados para el sistema
que deben representar (Bonabeau, 2002). Estos modelos son Utiles ya que a
partir de la interaccion de agentes individuales surgen comportamientos que
dificilmente pueden ser analizados cuando se estudian las partes del sistema por
separado. Debido a la complejidad multifactorial de la enfermedad de Chagas,
el uso de estos modelos puede resultar de suma utilidad para el estudio de esta

enfermedad a diferentes niveles.

A pesar de la utilidad de los modelos tedricos y computacionales en la
indagacion y entendimiento de los procesos que simulan, resulta imperativo que
se basen en datos experimentales. Una de las herramientas de laboratorio méas
atiles en la investigacion biomédica durante las ultimas décadas es la
microscopia de fluorescencia. Esta tecnologia permite aprovechar la
epifluorescencia para diversas aplicaciones, como estudios de expresion y
coexpresion de proteinas, localizaciéon de biomoléculas membranales o
intracelulares, estudio de procesos infecciosos (LOpez-Macay et al., 2016),
entre otros. En este ultimo caso particular, la microscopia de fluorescencia
puede resultar de suma utilidad para generar datos experimentales de los
procesos infectivos de T. cruzi, ya sea in vivo o in vitro, con los que entrenar a
los modelos computacionales. Sin embargo, ademas de la generacion de
imagenes de fluorescencia, es necesario el desarrollo de metodologias de

procesamiento de imagenes, que involucran su mejoramiento, restauracion,



procesamiento de colores, procesamiento morfolégico, segmentacion y

reconocimiento (Gonzalez y Woods, 2002), entre otros.

Tomando en cuenta esta informacidn, en este proyecto se propone el desarrollo
de herramientas computacionales, especificamente un modelo basado en
agentes del tipo automata celular para simular la dinamica de infeccion, y una
metodologia de procesamiento de imagenes de microscopia de fluorescencia
generadas a partir de cultivos de infeccion de T. cruzi, para entrenar el modelo,

y estudiar asi los procesos de infeccion de T. cruzi en cultivo celular.



2. Antecedentes
2.1 La enfermedad de Chagas

2.1.1 Trypanosoma cruzi

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas es el parasito protista
Trypanosoma cruzi, un miembro de la familia Trypanosomatidae. La principal
caracteristica celular de T. cruzi, de la familia Trypanosomatidae y del orden
Kinetoplastida es el cinetoplasto. Esta estructura es una region especializada de
la mitocondria que porta el DNA mitocondrial mas complejo e inusual
encontrado en la naturaleza. Se localiza cerca del cuerpo basal del flagelo, y la
posicion relativa del cinetoplasto-flagelo al ndcleo permite clasificar los
estadios de vida de la célula (Figura 1) (Cavalcanti y de Souza, 2018).

Epimastigote Tripomastigote Amastigote

(a) (b) (c)

Figura 1. Representacién grafica de una célula epimastigote (a), tripomastigote (b) y
amastigote (c) de T. cruzi, con indicaciones de sus estructuras intracelulares (Diaz y Gonzélez,
2014).

Las tripanosomatides (células de T. cruzi) pasan por cambios de hospedero
entre insectos y mamiferos a lo largo de su ciclo de vida, con cambios en el
estadio de desarrollo en un proceso que se denomina diferenciacion protozoaria

o transformacion (de Souza et al., 2010). El ciclo de vida se resume en la Figura



2, comenzando por el escenario donde un insecto infectado pica a un hospedero
y deposita sus heces con tripomastigotes metaciclicos en la herida o0 mucosas
del individuo después de ingerir la sangre. Los tripomastigotes metaciclicos
penetran a las células en el sitio de la herida y se transforman en amastigotes.
Aqui los amastigotes se multiplican por fision binaria en las células de los
tejidos infectados. A partir de cierto punto, los amastigotes intracelulares se
transforman en tripomastigotes no replicativos, que se liberan de la célula y
entran en el flujo sanguineo. Estos tripomastigotes pueden infectar otras células
repitiendo el ciclo, lo que deriva en las manifestaciones clinicas. La infeccion se
propaga en las poblaciones cuando un insecto triatomino se alimenta de un
individuo infectado. Aqui, los tripomastigotes que sobreviven a la digestion
entran en el hospedero invertebrado y se transforman en la forma replicativa
epimastigote en el intestino anterior, donde se reproducen. Posteriormente, en el
intestino posterior, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes
metaciclicos infectivos que seran depositados en otro sitio de picadura, para

reiniciar el ciclo de propagacion e infeccion (CDC, 2019).
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Figura 2. Esquema sobre el ciclo reproductivo e infeccioso del agente etiolégico de la
enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi (modificado de CDC, 2019).

Se ha demostrado que todos los estadios de T. cruzi son capaces de realizar una
infeccion exitosa in vitro, aunque con diferencias en la eficiencia. In vivo, se ha
demostrado que solo los tripomastigotes y amastigotes son capaces de
establecer una infeccion, y que utilizan mecanismos diferentes para la entrada a

la célula durante la primera interaccion (Rodriguez-Bejarano et al., 2021).

2.1.2 Vectores triatominos

Para completar el ciclo antes mencionado, T. cruzi requiere de ciertos insectos
para fungir de vectores y permitir llegar a su hospedero mamifero. Se han
identificado tres principales insectos que fungen de vectores, pertenecientes a la
subfamilia Triatominae: Triatoma infestans, Triatoma dimidiata y Rhodnius
prolixus, los cuales son insectos chupasangre de mamiferos, incluidos humanos.
Debido a que sus habitats no se encuentran lejos de asentamientos humanos,

suelen picar en la noche, depositando las heces en el lugar de picadura y

otras célulasy Los amastigotes se multiplican
continuar la infeccién por fisién binaria en las células



comenzando el proceso infectivo (Hidayat et al. 2017). Con base en estudios de
nicho ecoldgico, se ha encontrado que las 3 especies mas relevantes para la
transmision del agente etiologico en Mexico son Triatoma longipennis,

Triatoma mexicana y Triatoma barberi (Ramsey et al., 2015).

2.1.3 Cuadro clinico

2.1.3.1 General

Una vez que el paréasito cruza del vector hospedero al humano, se puede
desarrollar la patologia. La enfermedad de Chagas se diferencia en dos etapas
principales, aguda y crdnica, y una intermedia donde hay ausencia de sintomas
denominada indeterminada durante la cual se detectan pocos o ningln parasito
en la sangre y seropositividad para T. cruzi. Muchas personas permanecen
asintomaticas de por vida y nunca desarrollan sintomas relacionados con la
enfermedad. Sin embargo, hasta un 30 — 40% de las personas en etapa crénica
desarrollaran problemas severos y que pongan en riesgo la vida durante su vida,
sobre todo manifestaciones cardiacas o gastroentéricas (CDC, 2019; Garcia-
Huertas y Cardona-Castro, 2021).

2.1.3.2 Etapa aguda

La fase aguda ocurre inmediatamente posterior a la infeccion, y puede durar
desde semanas hasta meses. Durante la etapa aguda, se puede presentar una
lesion en la piel con endurecimiento retrasado (chagoma) en el sitio de
inoculacion del hospedero inmunocompetente, pero no en pacientes
inmunocomprometidos carentes de respuesta inmune celular. Los sintomas
posibles incluyen fiebre, fatiga, dolores corporales, dolor de cabeza y
sarpullido, los cuales no son exclusivos de la enfermedad de Chagas e incluso
pueden no presentarse, por lo que puede pasar desapercibido. Los signos que se
pueden presentar incluyen agrandamiento leve del higado o bazo, y el mas
reconocido es el signo de Romafia, o inflamacién del parpado en el lado de la

cara cerca de la picadura o el contacto con las heces. Rara vez se presenta
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inflamacion severa del musculo cardiaco o el cerebro y su recubrimiento
durante la infeccion aguda. Las muertes en pacientes con enfermedad de
Chagas en etapa aguda usualmente se reportan debido a fallas cardiacas y/o
meningitis o encefalitis. Los parésitos se pueden encontrar en la sangre
circulante (Teixeira et al., 2006; CDC, 2022).

2.1.3.3 Etapa indeterminada

Una vez que merma la etapa aguda, se entra en la etapa indeterminada. Algunos
criterios de esta fase son i) ensayo positivo para anticuerpos 1gG o
demostracion parasitologica, ii) ausencia de sintomas y signos de la
enfermedad, iii) ausencia de anormalidades del ECG, iv) tamafio regular del
corazon, eséfago y colon por rayos X. La mayoria de los pacientes en etapa
indeterminada abarcan de los 20 a 50 afios, implicando cerca de 12 millones de
personas con pruebas inmunoldgicas positivas para el parasito, y normalmente
se identifican durante las entrevistas de trabajo y muestreos de bancos de
sangre. Los individuos infectados de forma cronica permanecen como una
fuente de parésitos de por vida como una fase intermediaria de reservorio. De
estos individuos, un tercio desarrollara la enfermedad cronica (Teixeira et al.,
2006).

2.1.3.4 Etapa crénica

Cuando un individuo entra en la fase cronica de la enfermedad, las
manifestaciones que ponen en riesgo la vida son el fallo cardiaco, arritmias y
tromboembolismo. El agrandamiento del corazén es un signo ominoso en
pacientes de Chagas, que conlleva un mal pronéstico (Teixeira et al., 2006). Las
complicaciones cardiacas mas comunes son la dilatacién ventricular y
disfuncion del ventriculo izquierdo, aneurisma, insuficiencia cardiaca
congestiva, tromboembolismo, arritmias ventriculares y muerte cardiaca subita
(Mora, 2016), mostrando sintomas como fatiga, disnea, edema en piernas,

tobillos, pies o abdomen, dolor de pecho y palpitaciones fuertes y/o rapidos del
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corazon (MayoClinic, 2022). También se pueden presentar complicaciones
intestinales como megaesdfago o megacolon, que causan dificultades para
comer o defecar (CDC, 2022).

2.1.4 Dindmica de infeccion de T. cruzi

El desarrollo de la patologia es producto de la reproduccion intracelular del
parésito, la lisis celular y de la interaccion con el sistema inmune en todo el
organismo. T. cruzi posee la capacidad de infectar la gran mayoria de células
nucleadas (Fernandes y Andrews, 2012). Sin embargo, la enfermedad suele
derivar en complicaciones cardiacas, digestivas o ambas, sobre lo cual no se
tiene claro por qué estos dos drganos tienen este desarrollo exacerbado en la

enfermedad.

Con el objetivo de estudiar la dindmica de la infeccion, Arias del Angel et al.
(2020) realizaron un estudio donde analizaron cinéticas de infeccion de T. cruzi
en diversas lineas celulares, utilizando un modelo matematico para entender las
posibles componentes de esta relacion. A partir de sus resultados, observaron,
entre otros aspectos, que hay una componente de infeccidén por interaccion
célula infectada — célula no infectada que podria ser relevante para el avance
global de la infeccion a nivel de cultivo. Otro resultado interesante observado
en este trabajo es que las lineas celulares se infectaron con diferencias notables,
en particular la linea Caco2, que se origina de cancer colorrectal humano y es
un tipo de célula epitelial, alcanzd un porcentaje de infeccion total muy bajo en
comparacion a la linea H9c2(2-1), que corresponde a mioblastos embrionarios
de rata. Estos resultados no se corresponden del todo con lo que se esperaria a
partir de los reportes clinicos, donde el corazon y el intestino se ven muy
dafados. Esto puede deberse a diversas razones, aqui sugerimos dos: que la
infeccion sola de las células no explica en gran medida la evolucion patologica,
0 que esa linea en particular no es el mejor modelo para el estudio de este

proceso infeccioso. Una vez identificada la linea celular de mejor
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representacion, acorde con las observaciones clinicas, puede surgir el
cuestionamiento de si los parasitos crecen a tasas significativamente diferentes
entre diferentes tipos celulares, y si esto puede tener un impacto en la patologia
general. Para esto, en primer lugar, se requiere poder rastrear la cantidad de
parasitos por célula durante el tiempo de infeccion, lo cual supone una tarea
complicada y laboriosa, debido a la necesidad de analizar durante 18 dias,
tomando como ejemplo la aproximacion del trabajo antes mencionado, en el
cual, utilizaron una cepa recombinante de T. cruzi (CL Brener) generada en el
trabajo de Florencio-Martinez et al. (2010), que expresa de forma constitutiva el
gen de la proteina verde fluorescente mejorada (enhanced Green Fluorescent
Protein, eGFP), aprovechando esta fluorescencia y la tinciéon del DNA con 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) para generar las imagenes de microscopia de
fluorescencia con las cuales obtener datos de cinéticas de infeccion. Sin
embargo, para extraer la informacion de las imagenes, realizaron un conteo
manual rudimentario, lo cual puede ser extenuante o inviable, especialmente
cuando se trata del conteo de los parasitos presentes a lo largo del tiempo del
cultivo de infeccion. La mejor aproximacién a esta tarea es mediante el

procesamiento de imégenes.

2.2 Analisis y Procesamiento de Imagenes

Para entender cdmo el procesamiento de imagenes puede servir para la
cuantificacion de parasitos, es necesario entender la composicion de las
imagenes. Estas pueden tratarse como una funcion f(x,y) de dos variables
continuas x y y, que digitalmente se transforman en una matriz de ndmeros
discretos, donde cada elemento de la matriz (pixel) tiene una posicion y valor

(nivel de gris) definida (Figura 3).
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Figura 3. Representacidn de la digitalizacion de una imagen. 1zg.: Imagen continua proyectada

en un sensor. Der.: Resultado de la imagen digitalizada. (Gonzalez y Woods, 2002).

El procesamiento de iméagenes se divide en diversas clases, como el
mejoramiento, identificacion morfoldgica, la segmentacién y reconocimiento.
Las técnicas de andlisis de imagenes permiten procesar numerosas imagenes de
forma que la informacion se extraiga de la forma mas automaética posible (da
Silva y Mendonga, 2005). Las imagenes pueden ser de suma utilidad para
obtener informacion de procesos bioldgicos que pueden ser imposibles de
apreciar para el ojo humano, ya sea por su escala espacial o temporal, o por la
densidad de informacion que pueden contener. Para extraer esta informacion, es
posible requerir de un mejoramiento previo, lo que permite resaltar
caracteristicas que son relevantes para el andlisis. El procesamiento
morfologico provee de herramientas que permiten extraer componentes de la
imagen Utiles para representar y describir la forma de los objetos de la imagen,
como puede ser ceélulas o estructuras subcelulares. Los procedimientos de
segmentacion parten la imagen en sus constituyentes u objetos, y en general, es
una de las tareas mas complicadas del procesamiento de imagenes. Finalmente,
el reconocimiento permite asignar etiquetas a un objeto basado en la
descripcidn que se le pueda hacer, por ejemplo, diferenciar entre tipos celulares
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diferentes con base en su morfologia o estructura interna (Gonzéalez y Woods,
2002).

Gracias a las amplias posibilidades de las imégenes y del procesamiento de
imagenes para extraer informacion, la bioimageneologia ha explotado en los
ultimos afios como un recurso para obtener datos biolégicos que de otra forma
seria imposible observar o analizar, en particular apoyado de la microscopia.
Sin embargo, el desarrollo de algoritmos y software usualmente se ve limitado
en la utilidad o aplicabilidad, llevando a un malgasto de tiempo y recursos, pues
el desarrollo suele ser aplicable solo al caso de estudio de un grupo de trabajo
particular (Carpenter et al., 2012). Por esta razon, el desarrollo de herramientas
generales y que puedan ser utilizadas en diversas aplicaciones es de suma

importancia en el avance de la investigacion.

Obtener una herramienta que permita cuantificar la cantidad de parasitos por
célula a partir de las iméagenes de microscopia de cultivos de infeccion
permitiria obtener las distribuciones de parésitos por célula, sin embargo, ain
queda identificar cual es la tasa de crecimiento que permite observar estas

distribuciones.

A pesar de contar con dichas distribuciones, es imposible deducir directamente
a partir de estas la tasa de crecimiento de los parasitos, ya que provienen de
cultivos diferentes. Esto puede ser resuelto a partir de la concepcién del
problema inverso (Figura 4), donde, a partir de un conjunto de datos
experimentales, se desarrolla un modelo que permita emular interacciones en el
sistema (en este caso, el cultivo celular en infeccion), se optimiza sus
parametros a partir de los datos, y, finalmente, se interpreta el significado real
de esos parametros y el papel de las interacciones emuladas en la dindmica del
sistema real. Por lo tanto, el modelo utilizado debe ser uno que permita obtener

las distribuciones de parasitos por célula a lo largo del cultivo.
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Figura 4. Esquema de la aproximacion al estudio de la dinamica de infeccion intracelular

mediante el problema inverso.

Un tipo de modelaje que facilitaria extraer informacion de los datos de estos
experimentos, entre otros, es el modelaje basado en agentes, en particular, el

modelo del autémata celular.

2.3 Modelos basados en agentes y automatas celulares

En el modelaje basado en agentes, el sistema de estudio se modela como una
coleccidn de agentes, entidades individualmente capaces de evaluar su situacion
y tomar decisiones con base en reglas establecidas. Este tipo de modelaje
depende del poder computacional para explorar una dindmica que puede ser
dificil de observar en los modelos matematicos puros, y permite observar
comportamientos que solo pueden surgir cuando los agentes interactian. Por
ejemplo, el comportamiento individual es no lineal, y puede caracterizarse con
umbrales, reglas si-entonces, o acoplamiento no lineal, y en general, la

discontinuidad en el comportamiento individual es dificil de modelar con
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ecuaciones diferenciales. En ocasiones el comportamiento individual requiere
memoria, dependencia del camino tomado y correlaciones temporales. Las
ecuaciones diferenciales tienden a suavizar las fluctuaciones. El promedio, en
ocasiones, no es de utilidad, y amplificar las fluctuaciones puede ser util, ya que
un sistema puede ser linealmente estable pero inestable a grandes
perturbaciones (Bonabeau, 2002). En el modelaje de sistemas celulares, como
puede ser un cultivo celular o un tejido, el modelo debe tomar en cuenta las
interacciones de células individuales en su ambiente local y de forma global
(Lehotzky y Zupanc, 2019). Los modelos de ecuaciones diferenciales, en
particular los que se basan en la ley de accion de masas, asumen que el sistema
estd bien mezclado, lo cual no siempre se cumple, como en un cultivo celular
donde las células estan estaticas. Las células tienen limitada el area o las células

con las que pueden interactuar, por lo que esta suposicion es erronea.

Los automatas celulares son un tipo de modelo matematico de naturaleza
discreta en tiempo, espacio y estado. La forma méas comun de representar el
espacio es una malla que contiene a los agentes (de forma discreta), los cuales
pueden tomar uno de un conjunto finito de valores determinados por reglas que
involucran el estado de otros agentes en la vecindad. En general, un autémata
celular puede reproducir el mismo comportamiento global que un modelo
continuo de ecuaciones diferenciales, pero provee una mejor percepcion de los
principios de interaccion local que conducen al comportamiento global
(Lehotzky y Zupanc, 2019). Sin embargo, el analisis matematico mediante
ecuaciones diferenciales esta mucho méas desarrollado que las estrategias de
analisis basadas en autématas celulares, por lo que es mas facil entender las
relaciones entre los parametros del sistema y el comportamiento global en los

primeros.

En la Figura 5 se muestra una representacion grafica de automatas celulares. En

particular, se puede observar los tipos de vecindad que se pueden seleccionar al
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momento de realizar un modelo. El estado que tendré la celda o célula central
dependera de los estados de la vecindad y de las reglas establecidas, por lo que

el comportamiento puede ser heterogéneo en distintas zonas del sistema.

von Neumann Moore
(x,y+1) (21,0410 | (xp47) J(x+1,p41)
(x1.y) xy) | (x+1.9) (%1, X,y (x+1,5)
(x,y-1) (-1, 1) | (x-1) | (x+1,p-1)

Figura 5. Representacién grafica del espacio de un autémata celular, donde se representan la
vecindad (azul) de von Neumann (izquierda) y de Moore (derecha) de un elemento (rojo)
(Lehotzky y Zupanc, 2019).

Por lo tanto, mediante un autdmata celular se podria emular tanto el proceso de
infeccion de celulas por cada parasito libre en el medio, la interaccion entre

células infectadas y no infectadas sugerida por Arias del Angel et al. (2020), y

obtener las distribuciones de parésitos por célula durante cada instante de

tiempo.
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3. Justificacion
El incremento en la propagacion de la enfermedad de Chagas a nivel global
pone en riesgo a la poblacion en general. Al ser una enfermedad tropical
desatendida, las investigaciones sobre la misma son limitadas, y, por lo tanto,
también el desarrollo de estrategias de prevencion y atencion basadas en datos
confiables sobre la fisiopatologia de esta, en comparacion de otras
enfermedades presentes en paises desarrollados. Aportar herramientas utiles
para la investigacion de los procesos asociados a la infeccion y la evolucion de
la enfermedad es de suma relevancia para facilitar el desarrollo de dichas

estrategias.

La aproximacion de Arias del Angel et al. (2020) en el estudio de la dinamica
de infeccion de T. cruzi resulto en conclusiones y perspectivas interesantes.
Este trabajo pretende desarrollar herramientas que permitan obtener y analizar
informacién de datos experimentales de dicho trabajo y de otros a futuro, y, de
ser posible, aportar indicios o evidencia sobre los elementos de infeccion que

explican la cinética y dindmica de infeccion en cultivo celular de T. cruzi.
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4. Hipotesis
La infeccion por interaccion entre células infectadas-no infectadas y la tasa de
replicacion intracelular de parasitos tienen un papel relevante en la cinética y

dindmica de infeccion de T. cruzi a nivel de cultivo.

5. Objetivo General
Analizar el papel de la infeccion por interaccion entre células infectadas-no
infectadas y la tasa de replicacion intracelular de parésitos en la infeccion

global de T. cruzi en cultivo celular.

6. Objetivos particulares
1. Cuantificar la distribucion de paréasitos por célula en iméagenes de
cultivos de infeccion de T. cruzi.
2. Simular las cineticas de cultivos de infeccion de T. cruzi y analizar el
papel de interaccion entre células infectadas-no infectadas y la tasa de

replicacion intracelular en la infeccion global a nivel de cultivo.
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7. Metodologia

7.1 Datos de muestras bioldgicas

Para el desarrollo del algoritmo de procesamiento de iméagenes para la
cuantificacion de parasitos intracelulares, se utilizardn las imagenes generadas
en el trabajo de Arias del Angel et al. (2020), que abarcan un lapso de 18 dias
de infeccion. Debido a que en los ultimos dias de infeccion resulta imposible
asignar los parasitos a una célula en particular, solo podran aprovecharse
algunos dias para la distribucién de parasitos por célula. En la Figura 6 se
muestra un ejemplo de micrografia de cultivo de infeccién. Cada color, o canal
segun el sistema RGB (Red, Green, Blue), en la imagen corresponde a la
micrografia tomada al excitar el agente fluorescente, en este caso, azul para
DAPI (canal B), y verde para la GFP de los parésitos (canal G). Las estructuras
circulares grandes en el canal azul corresponden al DNA nuclear (los nucleos)
de las células, mientras que las estructuras mas pequefias corresponden al DNA
de los parésitos, o posiblemente artefactos de la tincion. Por otro lado, cada
estructura circular en el canal verde corresponde a un parésito, visible por la
GFP que expresa, por lo que, como se ve en la Figura 6, una célula contiene una
gran cantidad de parasitos. Ademas, algunas células, y principalmente en etapas
avanzadas de la infeccidn, contienen tripomastigotes de T. cruzi cuya forma se
esquematizd en la Figura la. Esta etapa resulta particularmente dificil de
cuantificar, incluso de forma manual. Aqui usaremos el término ‘célula’ para
los ntcleos y células de mamifero en las iméagenes, y el término ‘parésito’ para

referirnos ya sea al DNA o a la GFP de las células del parasito.
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Figura 6. Micrografia de fluorescencia de un cultivo de infeccion de T. cruzi a los 11 dias de
infeccion de la linea celular H9c2(2-1) (Arias del Angel et al. 2020).

7.2 Desarrollo de un algoritmo de procesamiento de iméagenes para la
cuantificacion de parasitos intracelulares

El programa de analisis de imégenes se desarroll6 en el lenguaje de
programacion IDL. Las imagenes en formato JPEG se separaron en sus

componentes del sistema RGB.

En la Figura 7 se muestra, de forma general, el procesamiento aplicado para la
cuantificacion de parasitos intracelulares por célula. Inicialmente, se localizaron
las coordenadas en la imagen de cada nucleo celular, se identificd la vecindad
de la célula (o el area tentativa que abarca la célula) y se cuantificaron los
posibles paréasitos intracelulares. Este proceso se desarrollo de forma automatica
(sin requerir de intervencion una vez que se introducen los parametros) y

procesando multiples imagenes.
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Cuantificacion y localizacion de
nucleos

Figura 7. Esquema general del procesamiento de imagenes para la cuantificacion de parasitos

intracelulares.

7.2.1 Localizacion de nucleos celulares

Para identificar la posicidn en la imagen de los nucleos celulares, se requiere
segmentarlos para poder identificar el punto central de los mismos. Esto
requiere a su vez un mejoramiento previo de la imagen, que facilite la
segmentacion. La mayoria de las imagenes de microscopia tienen un ruido de
fondo, inherente a los dispositivos de adquisicion del microscopio. Para
eliminar este ruido, se aplicaron una variedad de filtros, los cuales se
especifican a continuacion para cada conjunto de imagenes provenientes de

diferentes lineas celulares, ya que sus propiedades de calidad digital varian.

Los tratamientos utilizados para el mejoramiento de las imagenes son los

siguientes (Gonzélez y Woods, 2002):

Binarizacion: Se utiliza un umbral especifico en la escala de 0 a 255, por lo
que todos los pixeles con nivel de gris inferior a ese valor se volveran 0, y los

restantes 1. Esto generard una imagen en blanco y negro.

Erosidn: Con la imagen binarizada, se cambia el nivel de gris de 1 a 0, de los
pixeles cuya vecindad se ajuste a una mascara definida, en este caso de 3x3 con
los vecinos de Von Neumman con valor de 1. Para una imagen a blanco y
negro, aplicar la erosion elimina la capa de pixeles més externa de una

coleccidn continua de pixeles, utilizando la mascara anterior.
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Correccion gama: A cada pixel se le aplica la siguiente operacion de coma

flotante:

fx,y) =g y)

donde v es el valor de correccion. Aplicar la correccion gama permite modificar
los niveles de gris o de brillantez de los pixeles mas o menos brillantes respecto
al resto de pixeles. Por ejemplo, en el caso de los ndcleos, que se espera sean
mas brillantes que el fondo, aplicar una correccion gamma permite volver ain
mas brillantes los nucleos respecto al fondo, pero también aumenta la brillantez
del fondo.

Filtro contra armdnico: A cada pixel se le aplica la siguiente operacion:

5 sese, 905,00
Z(S,t)ESxy g(S, t)Q

fl,y) =

donde f es la imagen procesada, (X,y) son coordenadas de pixeles en la imagen,
g es la imagen original, (s,t) son coordenadas de pixeles contenidos en la
subimagen Sy alrededor de (x,y) con tamafio de matriz 3X3. Q es la potencia
que determina el nivel de filtrado de la imagen. Aplicar el filtro contra
armonico permite eliminar el ruido de tipo sal y pimienta, en particular, el ruido
tipo sal con Q negativo, y el ruido tipo pimienta con Q positivo. El ruido tipo
sal genera puntos blancos aleatorios en la imagen, mientras que el ruido tipo

pimienta genera puntos negros aleatorios en la imagen.

Filtro de histograma: Reasignar el valor de 0 a todos los pixeles cuyo nivel de
gris sea el més alto en un histograma de niveles de gris dentro de un rango de
niveles de gris. Ej.: si en el rango de niveles de gris de 1 — 200, el nivel de gris
mas alto en el histograma es 188, todos los pixeles con ese nivel de gris se
reasignan a 0. Aplicar el filtro de histograma permite eliminar los pixeles mas

abundantes de un nivel o rango de niveles de gris dado.
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Filtro de mediana: A cada pixel se le aplica la siguiente operacion:

mediana
Fe = (5,0) € 5, 196 D)
Aplicar el filtro de mediana ocasiona que los niveles de gris de una vecindad
sean mas homogéneos (tengan la mediana de la vecindad, incluido el pixel a
modificar), por lo que se “suaviza” la imagen. Es util para ruido de tipo sal y

pimienta.

Resta de canales: Se realiza la resta del valor de cada pixel de la misma
posicidén en ambas matrices (canal azul — canal verde), previa conversion de la
matriz en nimeros de punto flotante, lo que permite obtener valores negativos.

Los valores negativos se reasignan a 0 y la matriz se reconvierte en bytes.

A cada conjunto de iméagenes de las 4 lineas celulares se les aplicaron uno o
mas de los tratamientos anteriores. El orden y las especificaciones se describen

a continuacion:
Linea celular H9c2

Resta de canales.

Correccion gama con y = 0.25.

Filtro de histograma con rango de 1 — 200 aplicado 5 veces.
Filtro contra arménico con Q = -2.5.

Binarizacion con umbral 0.

© o k~ w N e

Erosién aplicada 4 veces.
Linea celular 3T3 NIH

1. Identificar en el histograma delimitado en el rango de 1 — 255 el nivel
de gris con mayor frecuencia.
2. Si este valor es mayor a 250,000:

a. Resta de canales.
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3.

b. Filtro de histograma con rango de 1 — 50 aplicado 15 veces.
c. Filtro contra armonico con Q = -1.5.
De lo contrario:
a. Resta de canales.
b. Filtro de histograma con rango de 1 — 50 aplicado 15 veces.

c. Correccion gama cony = 0.25.

Linea celular 3T3 S

1.

Identificar en el histograma delimitado en el rango de 1 — 255 el nivel
de gris con mayor frecuencia.
Si este valor es mayor a 150,000:
a. Resta de canales.
b. Filtro de histograma con rango de 1 — 200 aplicado 15 veces.
c. Filtro contra armonico con Q = -1.5.
De lo contrario:
a. Resta de canales.
b. Filtro de histograma con rango de 1 — 50 aplicado 15 veces.
c. Filtro de mediana.

d. Correccion gama con y = 0.25.

Linea celular Caco2

1.

Identificar en el histograma delimitado en el rango de 1 — 255 el nivel
de gris con mayor frecuencia.
Resta de canales.
Si el valor obtenido en el paso 1 es mayor a 59,000:

a. Filtro de histograma con rango de 1 — 150 aplicado 15 veces.
De lo contrario:

a. Filtro de histograma con rango de 1 — 50 aplicado 15 veces.

Correccion gama con y = 0.25.
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Segmentacion de ndcleos en el canal azul

Una vez que la imagen fue mejorada, se utilizd un algoritmo creado por John C.
Crocker (Universidad de Chicago, 1996), el cual permite identificar y medir
estructuras medianamente circulares en una imagen. A grandes rasgos, el
algoritmo consiste en identificar la posicion de todos los maximos locales
(pixeles con el mayor nivel de gris) definidos en una vecindad circular con
didmetro determinado en la imagen. Alrededor de cada maximo, se coloca una
mascara circular de diametro determinado y se calculan las coordenadas del
centroide, la suma de todos los pixeles, el radio de giro y la excentricidad de los
pixeles en la mascara. Si el maximo local inicial se encuentra a mas de 0.5
pixeles del centroide, la méscara se mueve y se recalculan los datos, lo cual es
util para datos ruidosos. Si las restricciones anteriores se siguen, y las
caracteristicas varian a lo largo de 5 pixeles, los valores de (x,y) tendran errores
del orden de 0.1 pixeles para imagenes razonablemente libres de ruido (Crocker

y Grier, 1996). A este algoritmo se le afiadieron algunos filtros adicionales:

e Para cada posicion (x,y) se calcula la distancia entre esa posicion y todas
las demés. En caso de que esta distancia sea menor que un valor de
separacion entre nucleos determinado, esa posicion (o nucleo) no se
cuenta, esto para evitar que aglomerados de nucleos generen falsos
positivos. A esta distancia se le denomind separacion.

e Cualquier posicion (x,y) que se encuentre en un area de exclusion de la
imagen determinada, no se cuenta, ya que se pueden detectar ndcleos
que estan cortados en las orillas de la imagen. Esta area esta
determinada por el diametro utilizado para la segmentacion, y se define
como el area resultada de la resta de un rectangulo concéntrico a la
imagen con el tamafio de lado de la imagen menos un diametro.

e Para cada posicion (x,y), se determina el histograma de la subimagen
(circulo concéntrico) en el rango de 1 — 255, y si el nivel de gris con la
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frecuencia méaxima es inferior a un umbral determinado, esa estructura

no se cuenta.
Los parametros que requiere este algoritmo son los siguientes:

e Imagen: la imagen mejorada que se utilizard ya sea binaria o en escala
de grises.

e Diametro: el tamafio promedio en pixeles del diametro de los ndcleos
de las células de mamifero. Este parametro también determina el area
tentativa que abarca la célula en su totalidad, y a partir de la cual se
asociaran los parasitos detectados a dicha célula.

e Masscut: es el valor umbral de la suma de los niveles de gris de todos
los pixeles dentro de un circulo de tamafio diametro alrededor del punto
(X,y) bajo el cual no se toma en cuenta un posible nucleo.

e Separacidn: distancia minima en pixeles permitida para la cercania de
dos puntos (x,y).

e Umbral de histograma: es el valor umbral del nivel de gris en el rango
de 1 — 255 con la mayor frecuencia en el histograma de la subimagen
determinada por un cuadro de lado diametro alrededor del punto (x.y),

bajo el cual no se toma en cuenta un posible nucleo.
Los parametros utilizados para cada linea celular son los siguientes:
Linea H9c2(2-1)
Para los dias 1 — 3:

e Diametro = 21 px (= 16.15 pm).
e Masscut = 12000.
e Separacion =21 px (= 16.15 pm).

e Umbral de histograma = 0.
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Para los dias restantes:

e Diametro =57 px (= 21.4 pm).
e Masscut = 35000.
e Separacion = 35 px (= 21.4 um).

e Umbral de histograma = 0.
Linea 3T3 NIH

e Didmetro =57 px (= 21.4 um).
e Masscut = 9000.
e Separacion =15 px (= 5.6 um).

e Umbral de histograma = 0.

Linea3T3S

e Didmetro = 37 px (= 13.9 um).
e Masscut = 10000.
e Separacion = 23 px (= 8.6 um).

e Umbral de histograma = 0.

Linea Caco2

¢ Sien el histograma delimitado en el rango de 1 — 255 de niveles de gris,
la frecuencia mas alta es mayor a 59000:
= Si la frecuencia para el nivel de gris de 255 en el histograma es
de O:

o Diémetro =29 px (= 10.9 um).
o Masscut = 18000.
o Separacion = 15 px (= 5.6 um).
o Umbral de histograma = 130.

= De lo contrario:
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o Diametro = 27 px (= 10.2 pm).
o Masscut = 10000.
o Separacion = 20 px (= 7.5 um).
o Umbral de histograma = 130.
e De lo contrario:

= Diametro = 27 px (= 10.2 pm).

= Masscut = 20000.

= Separacion = 22 px (= 8.3 um).

= Umbral de histograma = 140.

A partir del procesamiento anterior, se obtuvieron las posiciones (x,y) tentativas
de los centroides de los nucleos de las células de mamifero en las imagenes.
Para determinar el area tentativa que abarca una célula, se calculé un area
circular con centro en (x,y) de dos veces el didmetro utilizado para ese andlisis,

para todas los nucleos de una imagen.

Para probar la capacidad del programa de identificar correctamente una
estructura en la imagen como un ndcleo, se realizd un conteo manual de los
nacleos en el 10% del total de las iméagenes de cada linea celular, delimitando a
los ndcleos que aparecieran completos en la imagen (es decir, ignorando
aquellos en los extremos de la imagen que no estan completos). Posteriormente,
se calcul6 el error relativo porcentual entre el programa y el conteo manual.
Cabe mencionar que todos los pardmetros antes mencionados, tanto los de
mejoramiento como procesamiento de las iméagenes, se optimizaron para

minimizar este valor al menos a un 10%.

7.2.2 Algoritmo de segmentacion y conteo de parasitos
Con las coordenadas del circulo con centro en (x,y) de dos veces diametro se
obtuvo una subimagen del canal verde (G) de la imagen original. Esta nueva

imagen se sometié a un proceso de mejoramiento previo a la segmentacion,
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utilizando la binarizacion para eliminar el ruido de fondo. Despueés, se
recuperaron los niveles de gris originales, utilizando las posiciones de todos los
pixeles con nivel de gris de 1 en la imagen previamente binarizada, y se calculd
un nuevo umbral a partir del promedio de los niveles de gris de todos los
pixeles en la imagen menos la mitad de la desviacion estandar de los niveles de
gris. Esta binarizacion permitié que el umbral dependa de las propiedades de la
imagen misma, y que, en promedio, se rescataran la misma cantidad de pixeles
por parasito. Una vez aplicada esta binarizacién, resumida en la Figura 8, se
utilizé el mddulo de segmentacion desarrollado en este trabajo, que segmentara
cada posible parésito o grupo de parésitos contiguos en la imagen, segin se

describe a continuacion:

Mejoramiento de imagen
para segmentacion de
parasitos

—_— g
Umbral = NG — 3

I

Imagen original Binarizacidn para eliminarruido Recuperaciénde Binarizacidn con
niveles de gris umbral calculado
N—? V originales N—?

Figura 8. Esquema representativo del mejoramiento de imagen para cuantificacién de paréasitos

y los criterios de conteo.

Segmentacion de parasitos en el canal verde

En la imagen binarizada, se identifica la posicion de todos los pixeles con valor
de 1. De estas posiciones, se identifica la de menor valor en la coordenada (y), y
si existe mas de una, la de menor valor en la coordenada (x). A este pixel se le
reasigna su nivel de gris a 255, para diferenciarlo del resto, y servira de
“semilla” para segmentar a su alrededor. La vecindad de Moore del pixel se
copia en una mascara de 3x3, y en ésta, los pixeles con nivel de gris de 1 se

reasignan a 255. La mascara se aplica a la imagen original, y ademas se aplica a
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una imagen vacia del mismo tamafio, donde se almacenard la seccion
segmentada. Los nuevos pixeles con nivel de gris de 255 sirven como nuevas
semillas, repitiendo el proceso hasta que se segmentan todos los pixeles con
nivel de gris de 1 por lo menos a 1 pixel de distancia de la zona que se esta
segmentando. Finalmente, en la imagen original se tiene con nivel de gris de
255 a toda la zona segmentada, de la cual se eliminaran estos pixeles para
iniciar otro ciclo de segmentacion, y en la imagen copia se tiene esta zona
segmentada de forma individual. A partir de esta imagen copia se realizo el
conteo: se cuentan el numero de pixeles, y si su valor es inferior al nimero de
pixeles promedio que posee un parasito aislado, este se cuenta como 1; si su
valor es superior, se dividi6 el total de pixeles contados entre el promedio de

pixeles por parasito aislado. Este proceso se esquematiza en la Figura 9.

Modulo de segmentacion

~—?

Figura 9. Esquema representativo del médulo de segmentacion general. Este médulo, con

ligeras modificaciones, sirve para la segmentacion de ndcleos y de parasitos.
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Cada vez que una zona es segmentada se elimina de la imagen original, hasta

que la imagen queda sin zonas de parasitos potenciales.
Segmentacion de parasitos en el canal azul

Para identificar los parésitos presentes en el canal azul de las imagenes, se

utilizé el mismo procedimiento anterior, con algunos pasos previos adicionales:

1. Se eliminaron (volver a 0) los pixeles correspondientes al area
segmentada como posible ndcleo celular. Esto para evitar la
sobreestimacion de la cuenta debido al reconocimiento de una
estructura que previamente se tomo como nucleo.

2. Se eliminaron los pixeles correspondientes al area de los parasitos
en el canal verde, previa binarizacién total (umbral 0) de la imagen
en el canal verde y aplicacion del filtro dilatacion dos veces. Esto
para evitar contar los parasitos que han sido contados previamente

en el canal verde.
Generacion de histogramas de distribucion de parasitos por célula

Una vez que se han analizado todas las imagenes, se generan los histogramas de
distribucion de parasitos por grupo de imagenes. Los histogramas se
normalizaron para mostrar la funcion de densidad de probabilidad segln la
siguiente ecuacion:

"~ Ny Ag;

pi

Donde pi es la densidad de probabilidad para el intervalo i, N; es la cantidad de
células con parasitos en el intervalo i, Nt es el total de células del grupo de
imagenes, Aa; es el rango del intervalo de parasitos i - i+1. En estos
histogramas se excluyeron las células con 0 paréasitos, para diferenciar entre la

poblacién infectada y no infectada.
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7.3 Desarrollo de un algoritmo de simulacion de crecimiento e infeccion de

cultivo celular

Para el estudio de la dinamica de infeccion a nivel de cultivo celular, se utilizo
un modelo basado en agentes, en particular, un automata celular. Para el
desarrollo del programa se utilizara el lenguaje de programaciéon Python 3.11.
Para el espacio de simulacién se utilizara una matriz de tamafio NxN donde N
es el nimero de celdas por lado de la matriz. En la matriz, cada celda
representara una célula o el espacio que puede ocupar una célula, por lo que, la
capacidad (o poblacion) méxima del sistema sera de NxN células. Se
representard mediante 0 y 1 la ausencia y presencia de una célula en cada celda,
respectivamente. Esta representacion se puede visualizar en la Figura 10. Se
utilizara una variable de tipo entero para representar el tiempo, que avanzara de
forma discreta y representara el tiempo de cultivo. Una vez establecido el
espacio de simulacion y la representacion de las células, se describe a

continuacion el algoritmo de crecimiento celular que operara en el programa.

o lo|lolo|o

o|jlo|lo|lo]|lo|o

ojlo|lo|lo|lolo|O
[ =]

[=]

=]
== [ e I e Y (s Y o T T [ Y [ T e
olo|lo|lo|lo|loa|la|lo |

o|lo | o
o

ol || oo |o|o

B -
o | o

Figura 10. Representacion grafica del espacio del autémata y de los estados ausente y presente

de las células en el mismo.
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7.3.1 Algoritmo de crecimiento

Antes de iniciar la simulacion y de comenzar el tiempo de cultivo, se

establecera un inéculo o poblacién inicial M, definido por el usuario, que

consiste en elegir M celdas de forma aleatoria y asignar su valor a 1. El ciclo de

iteraciones para el crecimiento se describe a continuacion y se ejemplifica en la

Figura 11:

1. Se asignan valores entre 0 y 1 de forma aleatoria a todas las células
activas (celdas con valor de 1).

2. Se compara el valor asignado contra un valor de probabilidad de
division (alfa o a) preestablecido, y entonces:

a. Si es igual o mayor, la célula no se divide en este ciclo, y se
procede al punto 4.
b. Sies menor, se procede al punto 3.

3. Para las células en division, se identifican las celdas vecinas, y se elige
de forma aleatoria una de ellas:

a. Si la celda elegida estd ocupada por una célula, la célula en
division no se dividira.

b. Si la celda elegida esta vacia, la célula se divide y esta celda
elegida se reasigna a 1.

4. Una vez que todas las células se han probado para division. Se registra
el total de la poblacion (celdas de la matriz con valor de 1) en ese
tiempo de cultivo o simulacion.

5. Se aumenta en 1 el valor del tiempo:

a. Si el valor es igual al tiempo total de simulacion o cultivo
asignado, termina la simulacion.
b. Si el valor es menor al tiempo total de simulacién o cultivo

asignado, regresar al punto 1.
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Algoritmo de crecimiento

nicio | [ Parimetro . celularencultivo

No division
\P t e
. Poblacion Valor aleatorio Valor si Seleccion
Creacion de L P .
matriz — inicial —F > [0-1] paracada — individuo < _~— aleatoria de un
aleatoria individuo \‘\\ prob. div. " espacio vecino
Espacio l Division Registro de Contador
“~._ disponible (celda = 1) poblacién tiempo +1
- P leeda A
Fin ~_—
- no \lno
Tiempo No division
. tiempo

‘\.‘&total

Figura 11. Esquema del algoritmo de crecimiento celular en cultivo. Los pardmetros incluyen:
tamafio N de la matriz NxN, tamafio M de la poblacion inicial, valor de probabilidad de division

y tiempo total de cultivo o simulacion.

7.3.2 Algoritmo de infeccion

Para representar la infeccion y la poblacion de parésitos intracelulares, se
aumentara en 1 el valor de cada célula activa (celda con valor de 1) por cada
parasito presente, como se muestra en la Figura 12. Por lo tanto, la cantidad de

parasitos intracelulares de cada célula es el valor de la celda menos 1.

olojofo|f0|j0Oj0OjO|O|O
o0 olo| o 0|0
ojlojojoOo|O|DO 0|0
o|jojojo|l0O|DO 0|0
ojojojo|l0O|O 0|0
E.O olo|o 0|0
ojojojo|lO|fD 00
oo o0 o]0 0|0
ojojojo|0O|O 0|0
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Figura 12. Representacion gréafica del espacio de simulacién con células infectadas (rojo).

Para la infeccidn, se establece una variable que indique la poblacion total de
parasitos libres en el medio, la cual se ird modificando cada vez que una célula
se lise 0 un parasito se internalice. Al igual que con la poblacion inicial de
células, se puede asignar la poblacién inicial de células infectadas con 1
parésito, y la cantidad inicial de parésitos libres. También se establece un valor
de probabilidad de infeccién por paréasitos libres (beta o ), un valor de
probabilidad de infeccion por contacto con células infectadas (gama o y), un
valor de carga maxima de pardsitos intracelulares por célula (delta o J), un
valor de crecimiento logistico de los parasitos (a) y los valores de probabilidad
de lisis (n y k). El ciclo de iteraciones de infeccion se describe a continuacién y

se ejemplifica en la Figura 13:

1. Crecimiento de parésitos intracelulares: para cada célula infectada,
los parasitos en esa célula se reproducen de acuerdo con la ecuacién

logistica discreta:
N(t+1) = (1+a)N(t) — b(N(D)”
donde N es la poblacidn, t el tiempo actual, a una constante de

crecimiento y b una constante de competencia. El valor de a se

determina por ajuste, mientras que b equivale a:

donde & es la carga maxima de parasitos intracelulares por

célula.

2. Infeccién por contacto: para cada célula no infectada, se identifican las
celdas vecinas. Se calcula un valor de peso, que es la suma de todas las
células vecinas infectadas (con valor de 2 o méas) menos 1 por cada

célula infectada (ya que 1 es el valor que indica que la célula esta viva).
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Este valor de peso se multiplica por la probabilidad de infeccién por
contacto base.
a. Si el valor de probabilidad asignado a la célula no infectada es
menor al valor de probabilidad ajustado, la célula se infecta (se
reasigna a 2).
b. Si la condicion anterior no se cumple, no se infecta la célula.
3. Infeccion por pardsitos libres: para cada célula no infectada, se le
asigna un valor aleatorio entre O y 1:
a. Si su valor es menor al producto entre la cantidad de paréasitos
libres y la probabilidad de infeccion por parasito libre, entonces
la célula se infecta y la cantidad de parasitos libres pierde 1
parasito.
b. Sila condicion anterior no se cumple, no se infecta la célula.
4. Liberacién de paréasitos al medio: a cada célula infectada (>2), se le
asigna un valor aleatorio entre O y 1:
a. Se calcula la probabilidad de lisis ajustada a la funcion de Hill:

le

x™ 4 kn
donde x es la cantidad de parasitos dentro de la célula en el

Piisis (x) =

instante analizado, k es la carga mitad de la carga maxima (3/2) y
n el valor del exponente.

b. Si el valor de la célula es menor a la probabilidad de lisis
calculada, la cantidad de parasitos se libera al medio y la célula
muere. De lo contrario, la célula no se lisa.

5. Seregistra el total de células infectadas y no infectadas, y la distribucion
de parasitos por celula.
6. Se aumenta en 1 el valor del tiempo y continGa otro ciclo hasta que se

alcance el tiempo de simulacion establecido.
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Infeccién parasitaria

1. Crecimiento
arasitario logistico ‘o _ . 5
g g’jsgemg Paraswosm”m =Xty = (1 + Cl-)xf — b(xt)
2. Infeccion
por pardsitos
libres

Parasitosg,; — 1

L P
célulasno  __ Pripre = Pp + Parasitosg, | < cPell
infectadas Pcell[o — 1] libre

3. Infeccion
por contacto
f:élulas no Pt = Py MUUT@inf Pcell
infectadas < P
S Pcell[o - 1] Lt

n
4. Lisis celular y liberacion P...(x) =
de pardsitos al medio lsis (*) x™ + k"

Figura 13. Esquema de los elementos de infeccion simulados en el modelo, numerados en el
orden en que ocurren en el programa. Para los pasos 2 y 3, se indicaron con circulos verdes las

celdas/células afectadas.

El mddulo de crecimiento es independiente del mddulo de infeccion, por lo que
este Gltimo se puede desactivar para ajustar valores de crecimiento celular.
Primero se ejecuta el modulo de crecimiento, y antes del paso 4 en ese médulo,
se inicia el mddulo de infeccion. Justo antes de iniciar tanto el modulo de
crecimiento como de infeccion (en cada ciclo), se simula el cambio de medio
que se describe en el protocolo de Arias del Angel et al. (2020), reasignando el
valor del contador de paréasitos libres en el medio al 10% de su valor en los
instantes de tiempo mencionados en dicho protocolo. Este valor es arbitrario, si
bien es razonable asumir que una cantidad de parasitos permanece adherido a
las células o en las paredes del recipiente, aunque este valor no esta
cuantificado experimentalmente por Arias del Angel ni por otro trabajo en la

literatura revisada.

Para este modelo, se realizaron las siguientes simplificaciones o presuntos:
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1. No se considera la muerte natural de las células de mamifero ni de los
parasitos.

2. Las celulas de mamifero estan constantemente en la fase exponencial de
crecimiento, limitado solo por el espacio disponible para el crecimiento,
ya que la probabilidad de division no cambia.

3. Las células pueden nacer, infectarse e infectar en el mismo ciclo o
unidad de tiempo.

4. No hay distincion entre amastigotes y tripomastigotes. Solamente los
parésitos intracelulares pueden dividirse, por lo que los parasitos libres
no se dividen.

5. Una fraccion de los parésitos permanece en el cultivo al realizar el
cambio de medio, se asume que el 10%.

6. Seinicia con el 1% de las células infectadas con 1 parasito.

7. Las células infectadas solo pueden transmitir 1 parasito a una célula no
infectada cuando ocurre la infeccion por contacto. No se resta el parasito
que perdid la célula que infectd.

8. No se toma en cuenta la distribucion espacial de los parasitos en el
medio, se considera bien mezclado, pues cada parasito tiene la misma
probabilidad de infectar.

9. La frontera del espacio del automata celular es de tipo circular, por lo
que las células de las fronteras interactian con las vecinas préximas y

las del extremo opuesto del espacio.
Optimizacién de parametros de simulacion

Para encontrar el conjunto de pardmetros que mejor ajustan las simulaciones a
los datos experimentales disponibles, se utilizd una aproximacion del método
de minimos cuadrados no lineales, el cual se basa en la minimizacion de la

suma de cuadrados (Burden y Faires, 2002) S entre un conjunto de m puntos de
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datos (xq,y1), (X2, ¥2,), ., (i Ym), Y la curva o funcién modelo y = f(x, B)

que depende de la variable x y de n parametros 8 = (B4, B2, ---, Bn), tal que:

m
S = Zriz donde r; =y; — f(x;,B) parai=1.2,..,m

El valor minimo de S ocurre cuando el gradiente es cero, y ya que el modelo

contiene n parametros, hay n ecuaciones de gradiente:

05 22 or; 0 =12,.
— = T—— araj =

Ya que estas ecuaciones generalmente no tienen solucién exacta, se deben
elegir valores iniciales para los parametros y refinarlos iterativamente por

aproximacion:
k
By~ B = B + 4B

Donde k es un namero de iteracion y el vector de incrementos AP, se conoce
como vector de cambio. Sin embargo, ya que en este caso no se trabaja sobre
ecuaciones explicitas, esta aproximacion se realizo calculando S al variar B y
buscando el valor minimo en cada variacion. Para cada iteracion se realizaron 3

repeticiones y se calcul6 el promedio y la desviacidn estandar de las mismas.
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8. Resultados

Programa de cuantificacion de nucleos celulares

Se desarrollé el algoritmo y el programa para la cuantificacion de nucleos de
células de mamiferos y de parasitos intracelulares. Para corroborar la capacidad
del programa de identificar los ndcleos en las imagenes, se compararon los
resultados del programa con el conteo manual del 10% del total de las
imagenes, a excepcion de la linea celular Caco2, la cual fue la que presentd la
mayor variabilidad, tanto en el tamafio de ndcleos como en la calidad de las
imagenes. En este ultimo caso, se utilizaron imagenes representativas que
contuvieran parasitos, para ajustar los parametros para estas imagenes, las
cuales son de interés para el estudio. Los resultados de estas comparaciones se
presentan en las Tablas 1 — 4. Cada fila de las Tablas representa una de las
imagenes de muestreo para esa linea. Se colocd, para facilitar la visualizacion,
una columna indicada como “desvio”, para indicar si el error se da por encima o
por debajo del valor de referencia, y cudl fue la ocurrencia promedio al final, lo
que indica si la cuantificacion, en general, si se estan presentando abundantes
falsos positivos o abundantes falsos negativos. Se observa que en la mayoria de
las lineas celulares se presentan en promedio falsos negativos como causas del
error de cuantificacion. En algunos casos, se observa que se logra un error de
0%, sin embargo, esto no implica que se hayan localizado con exactitud los
nacleos, pues puede deberse a que se contrarrestan los falsos positivos con los
falsos negativos, aunque no siempre serd el caso. En particular, la linea H9c2
presentd el mayor error relativo porcentual, debido tanto a la dificultad de
encontrar los pardmetros que minimizaran este error como a la necesidad de

usar dos conjuntos de parametros para dias diferentes (1 — 3), ya que estos
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difieren en la escala utilizada al momento de tomar la fotografia (1 px = 0.769

pum para dias 1 — 3, 1 px = 0.376 um para los demas dias).

Conteo manual | Conteo programa | Error relativo porcentual | Desvio

18 18 0.00 =
205 193 5.85 l
334 269 19.46 !
19 18 5.26 !
33 32 3.03 l
82 65 20.73 ]
63 67 6.35 |
55 52 5.45 l
21 28 33.33 |

Promedio 11.05 !

Tabla 1. Resultados de conteo manual contra el conteo realizado por el programa para la linea
H9c2(2-1).
Conteo manual | Conteo programa | Error relativo porcentual | Desvio

187 231 23.53 |
84 76 9.52 !
161 159 1.24 !
190 210 10.53 |
192 219 14.06 |
182 204 12.09 |
186 198 6.45 |
205 201 1.95 !
207 176 14.98 !
219 215 1.83 |
199 214 7.54 |
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26 24 7.69 !

7 7 0.00 =
Promedio 8.57 I

Tabla 2. Resultados de conteo manual contra el conteo realizado por el programa para la linea
3T3NIH.
Conteo manual | Conteo programa | Error relativo porcentual | Desvio

65 68 4.62 |

87 87 0.00 =

245 229 6.53 !

258 254 1.55 !

514 416 19.07 l

275 274 0.36 =

230 264 14.78 |

367 332 9.54 !

233 322 9.30 |

351 319 9.12 !

325 325 0.00 =

324 393 21.30 |

363 335 7.71 !

117 113 3.42 !
Promedio 7.99 !

Tabla 3. Resultados de conteo manual contra el conteo realizado por el programa para la linea
3T3S.
Conteo manual | Conteo programa | Error relativo porcentual | Desvio

458 468 2.18 |

398 415 4.27 |

466 409 12.23 !
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470 424 9.79 l
494 440 10.93 l
401 384 4.24 l
375 316 15.73 l
367 362 1.36 l
453 369 18.54 l

Promedio 8.81 !

Tabla 4. Resultados de conteo manual contra el conteo realizado por el programa para la linea
Caco2.

En cuanto a la capacidad del programa para identificar con exactitud el centro
del nucleo de la célula de mamifero, no se determind de forma cuantitativa, sin
embargo, se muestran en la Figura 14 imagenes que ejemplifican el resultado de
la segmentacion de los nucleos, si bien no son representativas debido a la
amplia heterogeneidad de las imagenes. En estas imagenes se puede observar en
azul la tincién con DAPI del DNA presente en la muestra, tanto de células de
mamiferos como de parasitos, en rojo el area circular que delimita el programa,
cuyo centro se asume como centro del nucleo, y en verde la fluorescencia de los

parasitos debido a la excitacién de la eGFP.
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H9c2(2-1) Dia 9 3T3 NIH Dia 7

3T3SDia3 Caco2 Dia 11

Figura 14. Ejemplos de resultados de segmentacién de nlcleos para cada linea celular
analizada. Estas imagenes no son representativas de todas las analizadas debido a la

heterogeneidad de estas.

A partir de este analisis sobre las capacidades del programa en la deteccion de
nacleos, se determind la cantidad de células promedio por campo a lo largo de
cada dia, para cada linea celular, como se muestra en la Figura 15. De forma
general, se observa en las graficas una desviacion estandar relativamente baja
para el tamafio de la barra, con excepcion de los dias 2y 9 de la linea H9c2(2-1)
y los dias 1 y 18 de la linea 3T3 NIH, que resaltan sobre las demas. Esta

variabilidad en los resultados de cuantificacion esta también presente en las
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imagenes, es decir, algunos campos tienen més o menos nucleos visibles que el
resto, revisando mediante inspeccién (no mostrado), y no se le puede atribuir
completamente a los errores del programa durante el procesamiento. En cuanto
al comportamiento de las gréficas, el de las lineas 3T3 S y Caco2 se observa
relativamente similar, con una subida, una meseta y una ligera caida. La linea
3T3 NIH difiere en que le toma mas tiempo alcanzar la meseta, mientras que la
linea H9c2(2-1) es la que mas difiere debido al dia 5, donde se observan pocos

nucleos tanto en la grafica como en las imagenes por inspeccion (no mostrado).
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1 2 3 5 7 9 11 13 18 1 2 3 5 7 9 11 13 18
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Figura 15. Gréficos de nicleos detectados por campo a cada dia de cultivo de infeccion de cada

linea celular analizada, las barras de error representan la desviacion estandar.
Programa de cuantificacién de parasitos intracelulares

Una vez que se logrd cuantificar y localizar los nucleos de las células de
mamifero con un error relativamente bajo, se procedi6 a verificar la capacidad
de cuantificacion del programa de conteo de paréasitos. Para esto, se comparo el

conteo del programa contra el conteo manual de zonas que contuvieran
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parésitos claramente identificables y suficientemente separados. La Figura 16
muestra una imagen de la linea celular H9c2(2-1) al dia 11 de infeccion, donde
se delimitaron zonas (marcadas en blanco) para el conteo manual, y
posteriormente estas mismas zonas se analizaron mediante el programa de
conteo. Los resultados comparativos se muestran en la Tabla 5. De la misma
forma que en las Tablas anteriores, se afiadio la columna de “desvios” para
facilitar visualmente si el valor calculado estd por debajo o encima de la
referencia. En este caso, se obtuvo un error medio del 7.12% y en promedio el
error se debe a falsos negativos, que nos da una idea de la capacidad del
programa de identificar a los parasitos. También se comparé la capacidad del
programa de segmentar parasitos en el canal azul, que en general sera mas
complicada por un ruido mas heterogéneo y el tratamiento que debe realizarse
para eliminar tanto nucleos como los parasitos que ya estan contados en el canal

azul en esa posicion, resultados que se muestran en la Tabla 6.

Figura 16. Imagen representativa de un cultivo de infeccidn de 11 dias, con secciones marcadas

para el conteo manual y mediante el algoritmo de conteo.
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Conteo manual|[Conteo algoritmolError porcentual|Desvio
44 45 2.27 |
19 16 15.79 !
17 19 11.76 |
10 10 0.00 =
20 19 5.00 l
26 23 11.54 !
29 31 6.90 |
108 104 3.70 !
14 13 7.14 !
Error porcentual medio 7.12 !

Tabla 5. Resultados de la prueba del algoritmo de conteo contrastado con conteo manual en

una imagen representativa.

Manual | Programa | Error relativo (%) | Desvio

55 52 5.45 !
44 44 0.00 =
40 26 35.00 !
25 31 24.00 |
44 45 2.27 il
27 26 3.70 !
43 43 0.00 =
27 29 7.41
62 68 9.68 |
Promedio 9.72 I

Tabla 6. Resultados de la prueba del algoritmo de conteo contrastado con conteo manual en

una imagen representativa en el canal azul.
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Debido a la falta de informacion sobre la delimitacion espacial de cada célula,
no fue posible analizar la capacidad del programa de asignar correctamente los
parasitos correspondientes a cada célula, ya que se utilizé una medida arbitraria
para el area que se asigna a cada ndcleo (dos veces el diametro del ndcleo), por
lo que se dan casos en los que se sobreestima el area real de la célula,

abarcando paréasitos que no le corresponden, o se subestima, faltando parasitos

que cuantificar. Un ejemplo de estos resultados se muestra en la Figura 17.

Figura 17. Ejemplificacion del proceso de asignacion de parasitos a cada nucleo celular. Se
puede observar que en algunos casos no se cuantifican parasitos, ya que el &rea celular
(amarillo, algunos ejemplos) asignada es inferior a la real, en otros casos se cuentan parasitos de
las células aledafias. 1zg.: Imagen antes del procesamiento. Der.: Imagen con el resultado de

segmentacion y conteo.
Distribuciones de parasitos por célula

A partir de ambos algoritmos optimizados y probados, se determinaron las
distribuciones de parésitos por célula en cada conjunto de iméagenes
correspondientes al mismo dia de infeccion, es decir, los histogramas abarcan el
total de células infectadas y no infectadas en todas las imagenes de un mismo

dia. En la Figura 18 se muestran resultados (a modo de ejemplificacion) de la
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distribucion de parasitos por célula en cada linea celular al dia 18 de infeccion
(los resultados de los dias analizados se muestran en el anexo). Ya que la
probabilidad esta normalizada con el tamarfio de intervalo, es posible comparar
entre los diferentes histogramas. Es importante remarcar que las probabilidades
mostradas en los histogramas no representan todas las probabilidades (el area
total bajo la curva no equivale a 1), ya que no se estdn mostrando las
probabilidades de O paréasitos, pero si se toma en cuenta a toda la poblacion,

infectada o no.
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Figura 18. Histogramas de funcion de densidad de probabilidad de parasitos por célula en el

dia 18 de infeccion de las lineas analizadas (20 intervalos).

Una vez obtenidas las distribuciones de parasitos por célula, se procedio al

desarrollo del modelo computacional de tipo autémata celular, para poder
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replicar las distribuciones antes generadas y analizar las componentes de
infeccion en cultivo celular. En primera instancia, se desarrollo el modelaje del
crecimiento celular en cultivo, y posteriormente se afiadieron las componentes

de infeccion.
Curvas de crecimiento celular simulado

Para corroborar la capacidad del modelo de replicar el crecimiento celular en
cultivo (sin infeccion), se optimizaron los pardmetros mediante el método de
minimos cuadrados no lineales. Los resultados de las simulaciones se pueden

observar en la Figura 19.
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Figura 19. Resultados de simulacion de crecimiento de las lineas celulares con los pardmetros

optimizados.
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Los valores de los pardmetros que dan lugar a los resultados de simulacién de

crecimiento para cada linea celular se muestran en las Tabla 7.

Parametro/Linea | H9c2(2 - 1) 3T3NIH 3T3S Caco2

N (tamafio de
. 499 2101 1600 2900
matriz)

o (propension de 0.056 ht 0.0731 h' 0.07 ht 0.0742 h?
crecimiento) célula’ célula™ célula? célula?
M (poblacion

o 20151 13804 31737 41600
inicial)

Tabla 7. Parametros de crecimiento optimizados para cada linea celular analizada.

Cabe mencionar que la poblacion inicial se tom6 como la poblacién a las 24 h
de cultivo de los resultados de Arias del Angel et al., y no a las 0 h, donde la
poblacién es de 20,000 en todos los casos. Esto debido a que, en general, esas
24 h iniciales corresponden al periodo de adaptacion y adhesion al ambiente de
cultivo, y la etapa de crecimiento no es exponencial. En el modelo disefiado, las
células inician todas en la etapa exponencial y no se programaron reglas de
adaptacion. Esto se puede notar en particular en la linea 3T3 NIH, la cual tarda
mas en alcanzar la fase exponencial plena en comparacién de las demas lineas,
y, para las primeras 72 h, no se reproduce con exactitud el crecimiento, sin
embargo, debido a que para las siguientes 48 h la variacion reportada es
considerablemente mayor, se considera suficiente ya que el comportamiento
global se logra reproducir, y no queda claro a partir de los experimentos el

curso real que llevan los cultivos.
Curvas de infeccion simulada

De la misma manera, para verificar la capacidad de replicar la infeccion en
cultivo celular, se optimizaron los parametros de infeccion, en primera

instancia, por separado para cada tipo de infeccién (Infeccién por Parasito
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Libre, IPL; Infeccion por Contacto, IC), cuyos resultados de simulacién para las
lineas H9c2(2-1) y 3T3 NIH se muestran en la Figura 20. A partir de este punto,
se decidid solo analizar estas lineas, que fueron las que presentaron la mayor
infeccion a lo largo de los ensayos de Arias del Angel. Todas las simulaciones
de infeccion inician con el 1% de la poblacion infectada, ya que Arias del
Angel report6 que, a las 18 h, las diferentes lineas celulares presentaron entre 0
y 3% de infeccion, con un maximo de 1.4 amastigotes por célula en promedio,
por lo que cada célula infectada al iniciar la simulacion contiene 1 parésito. Se
puede observar que la infeccion por parasito libre muestra resultados similares a
los obtenidos por Arias del Angel, donde se observa un comportamiento
escalonado, en este caso, debido a la sincronizacion de los parasitos dentro de
las células, ya que los parasitos crecen al mismo ritmo en cada célula, y solo
cuando estos lisan la célula hay infeccién, debido a la simulacion de los
lavados. Cabe mencionar que, en estas dos etapas, ain no se implementa la lisis
en funcion de los parasitos intracelulares, sino que se lisan cuando alcanzan un
umbral de parésitos establecido por la cantidad maxima de parasitos detectada
por el programa de conteo (parametro 8). Por otro lado, la infeccién por
contacto en si misma se comporta de forma logistica, ya que en principio es la
misma dindmica, donde solo se puede dar lugar a una célula infectada a partir
de otra ya existente. Ademas, en este caso, es irrelevante la cantidad de
parésitos que se liberan, ya que solo depende de la cantidad de paréasitos

intracelulares.

54



10071 @ Simulaciénn =100 1001 @ Simulacién n =100

Datos experimentales Datos experimentales
N / 801

¥
60 1 60 4 /

// /J

T T T T T T T T T T
[} 100 200 300 400 4] 100 200 300 400
Tiempo (h) Tiempo (h)

Poblacién infectada (%)

1004 @ Simulaciénn = 100 100 4 @ Simulacion n = 100
Datos experimentales Datos experimentales

80 4 80 f
g
©
o
ERLE 60
19
&
=
]
2 40 40
@
=
o
a

20 20 /

'
o] 0| To——
T T T T T T T T T T
o 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tiempao (h) Tiempo (h)

Figura 20. Resultados de simulacion de los tipos de infeccién analizada para las lineas H9¢c2(2-
1) (superior) y 3T3 NIH (inferior). 1zq.: Infeccidn por Contacto (IC). Der.: Infeccién por
Parasito Libre (IPL).

Ya que ninguno de los tipos de infeccién logré reproducir por si solo
satisfactoriamente el comportamiento observado por los experimentos de Arias
del Angel, y de manera similar a la aproximacion en su modelo, se realiz6 la
integracién de ambos tipos de infeccidn, mostrando los resultados en la Figura
21, después de haber optimizado los pardmetros de infeccidn en conjunto. Una
vez obtenido un buen ajuste incorporando ambos tipos de infeccién, al
comparar las distribuciones de parasitos por célula obtenidos a partir de las
imagenes y de las simulaciones, se observo un comportamiento similar para los
intervalos menores, pero conforme avanzaban los dias de infeccion, habia un

alza en las probabilidades para mayores intervalos de parasitos. Esto se
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discutird en la siguiente seccion, pero para intentar solucionar esta tendencia, se
afiadid la lisis celular y liberacion de parasitos con probabilidad ajustada a la
ecuacion de Hill en funcion de la cantidad de parasitos, y se re-optimizaron los
pardmetros hasta minimizar el error. Los parametros optimizados
correspondientes se muestran en la Tabla 8.
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Figura 21. Resultados de simulacion de ambos tipos de infeccion (IPL e IC) para las lineas
celulares H9c2(2-1) (izqg.) y 3T3 NIH (der.).

Paradmetros/Linea H9c2(2-1) 3T3NIH
B (propension de IPL) 1x10° ht célula™ 5.67 x 1029 h'? célula™*
9.7 x 10** h*! parésito 8.89 x 10 h'! parasito
v (propension de IC) ) )
intracelular? intracelular?
0 (cantidad maxima de
parasitos 151 125
intracelulares)
a (tasa de crecimiento
de parésitos 0.029 h't 0.02835 ht
intracelulares)
n (Exponente de Hill) 10 10
k (Cantidad de
. 75 62
parasitos a la que hay
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la mitad de
probabilidad de lisis)

Tabla 8. Pardmetros de infeccion global optimizados para las lineas H9c2(2-1) y 3T3 NIH.
Distribucion de parésitos por célula infectada simulada

Una vez obtenidos los pardmetros optimizados, se obtuvo la distribucion de
parasitos por célula. Debido a que se espera que el programa de conteo tenga
mas incertidumbre en los Ultimos dias de infeccidn, se analizaron Unicamente
los dias 0.75, 2, 3, 5, 7y 9, tanto en el caso de los datos de imégenes como de
simulaciones. El resto de los dias se pueden observar en las figuras del anexo.
En la Figura 22 se muestran algunos ejemplos. Se puede observar que, para
todos los dias mostrados, la mayor probabilidad cae en el menor de los
intervalos de parasitos por célula, indicando que, aunque progrese la infeccion,
la mayoria de las células tendran la menor cantidad de paréasitos posibles, y
progresivamente aumenta el rango maximo de parasitos por célula al que llega
el cultivo en cada dia. También es notable que ambas lineas celulares presentan
comportamientos similares, aunque la linea H9c2(2-1) alcanza un rango de
parasitos mayor en el Ultimo dia mostrado, lo que puede atribuirse a que todos
los parametros de infeccion son ligeramente mayores en esta linea que en la
3T3 NIH.
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Figura 22. Distribucién de parasitos por célula normalizados en los dias 3, 5y 9 de las lineas
celulares H9c2(2-1) (izq.) y 3T3 NIH (der.) con los pardmetros de infeccion optimizados (n =
100).

Finalmente, en la Figura 23 se muestran comparaciones (solamente visuales)
entre las distribuciones obtenidas a partir de las imagenes de cultivo de
infeccion y de las simulaciones para las lineas analizadas al dia 9. Lo mas

rescatable es que, en ambos casos, la distribucion es bastante similar, aunque en
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general las distribuciones obtenidas a partir de imagenes alcanzan mayores
rangos de infeccion, los cuales tienen probabilidades muy bajas en comparacion
al resto. También es notable que las probabilidades en si son bastante diferentes
entre datos experimentales y simulaciones, siendo menor la probabilidad para
las simulaciones, lo cual puede deberse, por un lado, a imprecisiones del
programa de conteo, por otro, a que la cantidad de células consideradas en la
simulacion puede no corresponderse a la cantidad de células en cultivo durante

la infeccion, la cual no se report6 en el trabajo de Arias del Angel.
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Figura 23. Comparacién de la distribucion de parasitos por célula para el dia 9 de infeccién
obtenido a partir de iméagenes (izq.) y simulaciones (der.) para las lineas H9¢c2(2-1) y 3T3 NIH.
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9. Discusion
En este trabajo se analiz6 la cinética y dinamica de infeccion de T. cruzi en
cultivo celular, por medio del analisis de imagenes y de simulaciones
computacionales, tomando como base los resultados experimentales reportados
por Arias del Angel et al. (2020); en particular, se estudié si la cinética de
infeccion reportada se puede explicar dinamicamente por tres componentes: la
infeccion por parasitos libres, la infeccidn por interaccion entre célula infectada
y no infectada, y la tasa de crecimiento intracelular de los parasitos. Para
analizar este ultimo componente, se utilizaron las iméagenes de microscopia de
fluorescencia tomadas a cultivos celulares infectados con T. cruzi a diversos
tiempos por Arias del Angel, y se desarrolld una herramienta de procesamiento
de iméagenes para el conteo automatizado de parasitos por célula. A partir de
esta herramienta, se obtuvieron las posibles distribuciones de parasitos por
célula a cada tiempo de andlisis. Para analizar la dindmica de infeccién, se
disefid6 un modelo computacional de tipo automata celular, donde se
establecieron las reglas de simulacion para las tres componentes de infeccion.
Con este modelo se logrdé simular las cinéticas de infeccion de las lineas
celulares H9c2(2-1) y 3T3 NIH, las cuales presentaron los mayores porcentajes
de infeccidn, por lo cual se eligieron para este estudio. Finalmente, a partir de
las comparaciones entre las distribuciones de parasitos por célula obtenidas
mediante el analisis de iméagenes, y las obtenidas mediante simulacion, se
obtuvieron las posibles tasas de crecimiento intracelular del parasito para dichas

lineas celulares.

En primer lugar, se desarrollé y probo la herramienta de cuantificacion de
parasitos por célula. La capacidad de este programa para cuantificar
correctamente las células y parasitos en las imagenes depende en gran medida
de las caracteristicas de estas ultimas. Por ejemplo, durante el mejoramiento de

las imégenes, se notd que habia una heterogeneidad considerable en el brillo de
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fondo de una misma imagen y dentro del conjunto de iméagenes de una misma
linea celular, lo que hace complicado establecer un tratamiento general para
todas las imagenes. Ademas, la variacion en los tamafios y formas de los
nacleos, y en especial su sobreposicion, particularmente en las lineas H9c2(2-1)
y 3T3 NIH, representd un reto para el mejoramiento. Con estas
consideraciones, se busco que los filtros usados eliminen la mayor cantidad de
ruido sin afectar a las estructuras de interés. Existen programas para el
procesamiento cientifico de imagenes como ImageJ (desarrollado por Wayne
Rasband, NIH), un programa tipo suite de herramientas para el mejoramiento y
procesamiento de imagenes, que se utiliza en la institucion para, por ejemplo, el
conteo de células. Si bien este programa ya contiene como funciones muchos de
los filtros utilizados en este trabajo, se optd por realizar un nuevo programa (el
cual incluye el algoritmo creado por John C. Croker, como se describi6 en la
seccion de Metodologia) para poder ajustar los parametros finamente y poder

acoplar el algoritmo de conteo de células al algoritmo de conteo de parasitos.

Una vez mejoradas las iméagenes, se procedié al desarrollo de dichos
algoritmos. En primer lugar, se desarroll6 el algoritmo de conteo celular. Este
se basa en la forma, tamafio y separacién de las estructuras, que, como ya
vimos, es uno de los grandes retos en el analisis de estas imagenes. La
presencia del DNA de los parasitos, particularmente cuando estan cerca del

ndcleo, también puede aumentar la variacion en los resultados.

Otros trabajos han abordado la tarea de cuantificar células y parasitos a partir de
iméagenes de fluorescencia. Nohara et al. (2010), utilizaron DAPI para la tincion
del DNA vy transfectaron las células de mamifero para expresar GFP y poder
visualizar el area de la célula y delimitar el espacio. Para la segmentacion de
nacleos, utilizaron umbrales de brillantez para definir las regiones celulares, sin
embargo, no describen el proceso de segmentacion como tal. ElI programa

utilizado en este trabajo utiliza los diferentes niveles de brillantez de los
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ndcleos, ya que la alta variacion del brillo de fondo, y la presencia de artefactos
de tincion, dificulta utilizar la binarizacion en la mayoria de los casos. Estos
autores no reportan la precision del programa en la cuantificacion de nucleos,
por lo que no se pueden realizar comparaciones en este sentido. Noguera et al.
(2013) desarrollaron un algoritmo complejo para el conteo de nicleos y
parasitos, utilizando diversos filtros para el mejoramiento de la imagen, como
dilatacion, erosion, mediana, operadores de conjuntos, entre otros, y el
algoritmo de watershed como algoritmo de segmentacion. Este se basa en la
concepcion de una imagen en escala de grises como una superficie topogréafica
donde la intensidad de brillantez denota los picos, valles y mesetas. La principal
diferencia entre las imagenes usadas por Noguera et al. y este trabajo es que las
primeras son imagenes de microscopia de campo claro con tincion de Giemsa,
que utiliza azul de metileno y eosina para tefiir los nucleos y citoplasma de las
células y parasitos. Por lo tanto, trabajan con las tres componentes del sistema
RGB, mientras que, en nuestro caso, se utilizan las componentes B y G por
separado para distintos objetivos. El algoritmo watershed se probd para la
segmentacion de nucleos en las imagenes utilizadas, sin embargo, result6
complicado aplicarlo debido a la heterogeneidad de brillantez dentro de un
mismo nucleo, y a la superposicién de éstos. Para mitigar este problema,
Noguera et al. (2013) utilizaron marcadores para modificar el gradiente de la
imagen por medio de la imposicién de minimos. Consideran dos tipos de
marcadores, internos y externos, los internos representan las estructuras
segmentadas, y los externos son pixeles a media distancia entre un marcador
interno y otro. Esto les permite separar las estructuras, y determinar con mayor
precision el area del objeto segmentado. De esta forma pueden diferenciar entre
nacleos y parasitos por el tamafio de area. Es interesante resaltar que, en nuestro
caso, los paréasitos tefiidos por DAPI representan un porcentaje mucho menor de
las estructuras en la imagen que los nucleos en general (a pesar de que en el

canal de fluorescencia de GFP son abundantes), y en la mayoria de los casos se
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eliminan con los filtros utilizados, a diferencia de Noguera et al., quienes
trabajan y segmentan parasitos y nucleos en el mismo canal. Para evaluar sus
resultados, realizaron el conteo manual de nucleos y amastigotes, y compararon
con su programa determinando el porcentaje de verdaderos positivos (parésitos
contados correctamente), verdaderos negativos (ndcleos celulares detectados y
eliminados), falsos positivos (ndcleos celulares o sus restos clasificados como
parasitos), y falsos negativos (parésitos no clasificados como tal). Cabe
mencionar que utilizaron personal cualificado para realizar el conteo, lo que
aumenta la certidumbre de su analisis. En nuestro caso, la forma de evaluar el
programa fue mediante el calculo del error relativo porcentual, el cual no
distingue entre positivos y negativos, verdaderos y falsos, solo considera qué
tanto se aleja el valor de conteo del programa al del conteo manual. Ademas,
cabe mencionar que en nuestro caso no se contd con personal cualificado para
el conteo, por lo que este también tiene incertidumbre. Noguera et al. obtienen
un 85.26% de verdaderos negativos (nucleos celulares detectados), que seria el
dato mas comparable al nuestro de 9.11% de error en promedio (90.89% de
conteo correcto). El problema de utilizar el error relativo porcentual como Unica
medida de evaluacion es que los falsos positivos se compensan con los falsos
negativos, por lo que puede ser engafiosa esa cifra. Esto se abord6 de forma
superficial al indicar si habia una sobreestimacion o subestimacién del namero
de nucleos (Tablas 1 — 4), donde en general se presenta una subestimacién para
la mayoria de los casos. Durante el ajuste de los parametros de conteo, se buscé
que no hubiera demasiados falsos negativos, pero esto solo es seguro para las
imagenes de muestra, las demas imagenes se revisaron superficialmente.
Liempi et al. (2015) también desarrollaron un sistema para el conteo de nucleos
y parésitos en cultivo celular, donde utilizan DAPI para la visualizacion en las
imagenes de los nuacleos celulares y parasitos. Ellos también utilizaron el
algoritmo de watershed para realizar la segmentacion y discriminacion por

tamaiio. Para la asignacion de parasitos a las células, utilizaron un anélisis de
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diagrama de Voronoi (Pokojski y Pokojska, 2018), el cual es similar al método
utilizado por Noguera et al., pero menos sofisticado. Para evaluar su programa,
determinaron manualmente el porcentaje de células infectadas a diferentes
horas, y compararon contra las medias del programa, sin encontrar diferencia
significativa. Ademas, correlacionaron los resultados de ambos métodos,
obteniendo una r? de 0.9159. Si bien en nuestro caso no se realizaron pruebas
estadisticas para comparar entre el conteo manual y automatico, se puede
realizar una correlacion. Para la linea H9c2(2-1), se tiene una r? de 0.9888, para
3T3 NIH una r? de 0.9409, para 3T3 S una r? de 0.8626, y para Caco2 una r? de
0.5039. En los primeros dos casos, la r? supera 0.9, y en el caso de la linea
Caco2, es del 0.5, lo que indica que no es un buen estimador del nimero de

células.

Siguiendo con el analisis de los trabajos antes mencionados, en cuanto a la
cuantificacion de los parasitos, Noguera et al. obtuvieron un 85.63% de
verdaderos positivos (pardsitos contados correctamente), mientras que en
nuestro caso se obtuvo un 8.42% de error en promedio (Tablas 5y 6, 91.58%
de conteo correcto). Sin embargo, para este valor se aplican las mismas
consideraciones que para el conteo de ndcleos. Siguiendo con la forma de
evaluacion de Liempi et al., (quienes obtuvieron una r? de 0.9159 en la
correlacion entre el porcentaje de células infectadas determinado manualmente
y mediante su programa), el conteo en el canal de GFP muestra una r® de
0.9954, y el canal de DAPI una r? de 0.8205.

Finalmente, evaluar y comparar los resultados de asignacion de parésitos a las
células es complicado, ya que no contamos con la informacion del area de la
célula, lo que hace sumamente complicado hacer un analisis comparativo entre
el conteo manual y el automatizado, por lo que, en ese aspecto, la Unica
evaluacion realizada fue visual para algunas imagenes. De forma similar a lo

realizado por Nohara et al., visualizar el citoplasma o la membrana de la célula
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es, probablemente, la mejor forma de asignar correctamente los parasitos a cada
célula. Otra alternativa es el uso de los diagramas de Voronoi, sin embargo,
puede que su aplicacién sea limitada en las imagenes altamente saturadas de
parésitos. Cabe mencionar que, dentro de la literatura revisada, no se han
realizado analisis de infeccion para etapas avanzadas (més de 5 dias), por lo que
el problema del conteo de parasitos (amastigotes y tripomastigotes) en células
evidentemente saturadas no se ha abordado. En nuestro caso, si bien se
realizaron estimaciones para los casos dificilmente contables, tampoco se tiene

una forma evidente de evaluar el conteo.

Ahora bien, a pesar de que el objetivo del programa de analisis de imagenes fue
obtener las distribuciones de parésitos por célula, permitasenos discutir esos
resultados en conjunto con los resultados de distribucion obtenidos a partir de
las simulaciones después de analizar las demas partes del modelo, con el fin de
abordar la cuestion una vez se han esclarecido las limitantes y consideraciones

de este.

En primera instancia, abordemos la base del modelo, que es el espacio del
automata celular, el cual tiene una frontera de tipo circular o periddica, donde
las células en los extremos de la matriz tienen como vecinos las células del
extremo opuesto, como si el plano se plegara. Esto implica que las células
pueden crecer, infectar o infectarse como si se encontraran en la superficie de
una esfera, a diferencia de una placa, donde las células del limite estan
incomunicadas por las paredes de ésta. Esto podria implicar que el crecimiento
o la infeccion por interaccion entre células avance mas rapido que en el cultivo
real, o que las probabilidades reales sean engafiosas, ya que las células en los
bordes estan incomunicadas en la realidad. Bajo este orden de ideas, también es
importante considerar la muerte celular, la cual no esta implementada en el
modelo, salvo la lisis en funcion de los parasitos intracelulares. Normalmente

no se presenta muerte celular cuando los cultivos se encuentran en buen estado.
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La muerte celular en general se puede dividir en tres tipos, necrosis, apoptosis y
autofagia, que difieren en sus causas y mecanismos. En general, bajo las
condiciones del cultivo celular (sin infeccidn), ninguno de estos tipos de muerte
celular deberia activarse (Krampe y Al-Rubeai, 2010; Merck, 2023). En
principio, las condiciones de estrés extremo como cambios bruscos de
temperatura, osmolaridad y pH, infecciones (contaminacion), compuestos
toxicos, falta de nutrientes, o adicion de moléculas pro-apoptoticas, son
posibles inductores de muerte celular. En nuestro caso, el crecimiento se ajusta
a la ecuacion logistica, donde las células disminuyen su velocidad de
crecimiento (global) conforme saturan el espacio disponible, sin embargo, en
términos metabdlicos, se podria considerar que las células se encuentran
siempre en fase exponencial. Esto seria equivalente a realizar la resiembra

durante la fase exponencial y a realizar un cultivo sin contratiempos.

Otro punto es que las células pueden nacer, infectarse e infectar a otras por
contacto (lo correcto seria hacer referencia a la infeccion ocurrida por cercania
entre células, pero para acortar se mencionard como infeccion por contacto)
durante el mismo ciclo de simulacion, es decir, una hora. Si lo consideramos a
nivel individual, no tiene mucho sentido que una célula se divida en una hora,
ya que, por ejemplo, para las células H9c2(2-1) el tiempo de duplicacién
reportado es de aproximadamente 54 h (Dott et al. 2014). Sin embargo, en
términos globales, esto no tiene mucha relevancia, ya que no interesa
diferenciar a las células entre si, solo hasta que la célula se ha infectado es
cuando nos interesa analizar su evolucion. Es poco probable que una célula
recién dividida no pueda ser infectada, sin embargo, si es poco probable que
una célula recién infectada infecte a otra por contacto, lo cual no tiene
inconveniente en la simulacion si consideramos que la probabilidad de que una
sola célula infectada infecte a otra por contacto es muy baja (aunque no nula),

ya que entre mas células infectadas con mas parasitos haya alrededor de una
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célula, mas probable es que se infecte. Probablemente, en el cultivo, la
infeccion se dé por una célula con abundantes parasitos, sin embargo, en el

modelo no se registra qué célula transmitio el parasito ni se le resta ese parasito.

Otra consideracion importante es que no hay distincion entre amastigotes ni
tripomastigotes (no se consideran los epimastigotes ya que los cultivos de
infeccion son de infecciones secundarias, es decir, solamente con
tripomastigotes). En el modelo, los parasitos se dividen solo cuando estan en la
célula, lo cual se atribuye solo a los amastigotes; cuando estan libres en el
medio, pueden infectar a cualquier célula, lo cual se atribuye principalmente a
los tripomastigotes (Fernandes y Andrews, 2012). Si bien se ha reportado que
los amastigotes también pueden infectar a las células (Ley et al. 1988;
Fernandez y Andrews, 2012), no son motiles como los tripomastigotes, por lo
que tienen mucho mayor rango de infeccion. En la infeccién en mamiferos, la
transicion de amastigotes a tripomastigotes resulta crucial para la infeccion
aguda, pues el dafo celular y tisular es resultado de la lisis causada por los
ultimos, originando los sintomas (Texeira et al. 2006), mientras que,
probablemente, la interaccion entre el sistema inmune y el parasito induce la

persistencia en la forma de amastigotes.

También es importante considerar que se esta suponiendo de que todos los
parasitos libres pueden interactuar con todas las células inmdviles, si bien esto
es posible, lo méas probable es que los parasitos liberados en determinado sitio
infecten a las células méas cercanas, y se vayan distribuyendo por su propia
motilidad. La motilidad de los parésitos también fue abordada por Arias del
Angel et al. (2020), donde observaron que en ausencia de células de mamifero
tienen un comportamiento difusivo, mientras que, en presencia de éstas, es
subdifusivo, y varia dependiendo de la linea celular, y probablemente de la cepa
de T. cruzi. Debido a esta observacion, la idea de simular la distribucion de

parasitos en el medio, mediante la ecuacidn de difusion, por ejemplo, se vuelve
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limitada, ya que la evidencia apunta a que los parésitos no se mueven de forma
completamente aleatoria, sino que pueden tender a moverse hacia las células.

Sin embargo, puede utilizarse como primera aproximacion.

A pesar de que las simulaciones pueden reproducir las cinéticas de infeccion
(porcentaje de poblacién infectada), se utilizaron los valores de crecimiento y
poblacién maxima de las cinéticas de crecimiento (sin infeccion), y se inicio
con la mitad de este Gltimo (50% confluencia). Arias del Angel utilizo
cubreobjetos de 18 mm x 18 mm, y en ellos cultivd las células, por lo que la
cantidad maxima de células difiere considerablemente. Si bien la probabilidad
de crecimiento deberia ser la misma independientemente del tamafio de la
placa, la relacion entre la cantidad de paréasitos y células al iniciar la infeccion si
puede modificar los parametros. Se reportd el uso de 1.95 x 10° parasitos, valor
que se utilizd en las simulaciones, por lo cual, es de esperar que haya
diferencias entre las probabilidades de infeccion reales y las calculadas. Para
corregir esto, lo ideal seria realizar los cultivos de infeccion y determinar la
cinética de crecimiento durante la infeccion, con lo que también se podria

analizar si el crecimiento se ve afectado significativamente.

Ignorando de momento estas diferencias, cuyo peso sobre los resultados son
desconocidos, comparemos los valores de propension obtenidos por Arias del
Angel y en este trabajo. Para la linea H9c2(2-1), obtuvo una propension de 2 x
107 h! paréasitos™ para la infeccion por parasito libre y 4.08 x 108 h'* célula™
para la infeccion por contacto, mientras que, en este trabajo, se obtuvo una
propension de 1 x 10° h! paréasito™ y 9.7 x 10* h'! parésito intracelular?, para
la infeccion por parasito libre y por contacto, respectivamente. Entre estos
valores hay algunos aspectos destacables. En primer lugar, entre ambos tipos de
infecciones, Arias del Angel observo poca diferencia entre sus propensiones,
mientras que en este trabajo hay hasta 5 6rdenes de magnitud de diferencia. En

segundo lugar, en su trabajo obtuvo mayor propension para la infeccion por
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parésito libre, mientras que en nuestro caso fue al revés. Sin embargo, hay una
diferencia que cabe resaltar, la propension de infeccion por contacto en el
modelo de Arias del Angel mide la probabilidad de que una célula infectada
infecte a una no infectada, sin importar la cantidad de parésitos intracelulares, y
ademés, entre méas células infectadas haya en cada intervalo, mayor
probabilidad, sin embargo, hemos mencionado que aqui radica una debilidad de
ese modelo, que la capacidad de infectar de las células infectadas (o de
transmitir parasitos) es en esencia limitada. En nuestro caso, la probabilidad
depende de la cantidad de parasitos intracelulares en la vecindad de la célula
susceptible de infectarse, por lo cual, es de esperarse que la propension sea
mayor, ya que se requiere de mas elementos en comparacion del otro modelo.
En realidad estos valores no son directamente comparables, pero, analizando
estos resultados, nuestro modelo parece sugerir que la infeccion por contacto
tendria un mayor peso que la infeccion por parésito libre en explicar la
dindmica en el cultivo, no solo porque la propensidad de infeccién por contacto
es mayor en comparacion de la infeccion por paréasito libre y del resultado de
Avrias del Angel, sino porque, como se observa en la Figura 20, la infeccion por
contacto se ajusta mejor por si sola a los resultados que la infeccion por parasito

libre. Este caso es el mismo para la linea 3T3 NIH.

Finalmente, al comparar las funciones de densidad de probabilidad de que una
célula tenga un rango determinado de parésitos a cada instante de tiempo
analizado entre las distribuciones obtenidas a partir de imagenes y de
simulaciones, resalta a la vista que su comportamiento es similar, presentando
una caida exponencial, siendo las distribuciones de imagenes las que alcanzan
mayores rangos de paréasitos en general. Sin embargo, al analizar los valores de
las probabilidades, se observa que en general son mayores para las
distribuciones de imagenes que en las simulaciones. En primer lugar, se podria

considerar que puede deberse al programa de andlisis de imagenes, cuya
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precision no se valido, por lo cual, asumiendo que esos resultados sean
correctos, las diferencias con las simulaciones pueden deberse a la diferencia de
cantidad de células utilizadas o variaciones en el crecimiento durante la
infeccion, y que estas alteraciones respecto a la condicion experimental alteren
las distribuciones. La velocidad de crecimiento de parasitos intracelulares,
representado por el parametro (a) en la Tabla 8, muestra que la diferencia entre
la linea H9c2(2-1) y 3T3 NIH es de apenas 0.00065 h*. Es dificil esclarecer si
este valor es significativo, debido a las diferencias entre las distribuciones
obtenidas de imagenes y de simulaciones. Una vez que se pueda confirmar que
las distribuciones a partir de imagenes son correctas, se puede ajustar
nuevamente los pardmetros para que las simulaciones coincidan tanto en las
cinéticas de infeccién como en las distribuciones de parasitos, y el parametro de
crecimiento de parésitos intracelulares nos permitird comparar con mayor
confianza entre lineas celulares e incluso cepas de parasitos. Con los datos
actuales, aparentemente no hay diferencia entre la velocidad de crecimiento en
la linea H9c2(2-1) y 3T3 NIH, sino que en general, la cepa CL Brener tiene
menor capacidad infectiva sobre la linea 3T3 NIH, sin embargo, no es una
diferencia probada de forma estadistica, por lo que no se puede concluir

rotundamente al respecto.

A modo de resumen de lo que se ha discutido arriba, se tiene que de forma
general se han utilizado estrategias de mejoramiento de imagenes similares a las
de la literatura. No se ha reportado el uso de ninguno de los algoritmos de
segmentacion utilizados, ya que el mas ampliamente usado es el algoritmo de
watershed, sin embargo, las comparaciones y observaciones indican que
posiblemente los algoritmos usados son suficientes para la cuantificacion. A
diferencia de técnicas de agrupacion como el diagrama de Voronoi, nuestro
programa utiliza un area arbitraria para delimitar las células, con las limitantes

que eso implica. Finalmente, la evaluacion de la capacidad de conteo difiere
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considerablemente de lo reportado, ya que la mayoria de los trabajos realizan
un conteo manual exhaustivo y llevado a cabo por personal entrenado en el
conteo de células de mamifero y de parasitos de T. cruzi. En el caso del modelo
computacional, a pesar de las suposiciones o simplificaciones realizadas, es
capaz de reproducir con cierta fidelidad la cinética de infeccion a partir de los
elementos de infeccion que lo integran, por lo que, como primera aproximacion
mediante este modelo, permitio el estudio de la infeccion en cultivo celular.
Finalmente, las distribuciones de parasitos por célula obtenidas a partir de
imégenes cargan con cierta incertidumbre, particularmente en los dias finales,
y, a pesar de que para los primeros dias el modelo reproduce el comportamiento
de las primeras, solo se pueden dar indicios o sugerencias sobre las diferencias
de la tasa de crecimiento de parasitos intracelulares entre las lineas celulares

analizadas.
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10. Conclusiones

La herramienta computacional desarrollada para la cuantificacion de
parésitos intracelulares a partir del procesamiento de iméagenes de
fluorescencia de cultivo celular permitié obtener las distribuciones de
parasitos por célula en cada instante de tiempo analizado, las cuales
decaen exponencialmente a partir del rango minimo hasta el maximo, de
forma general, para los primeros 9 dias de infeccion.

El modelo computacional desarrollado para simular la infeccion de T.
cruzi en cultivo celular, permitié analizar las componentes de infeccion:
infeccion por parasito libre, infeccion por interaccion entre células
infectadas-no infectadas y velocidad de crecimiento de parasitos
intracelulares, mostrando diferencias contra los resultados previamente
reportados para los dos primeros elementos.

Los resultados del analisis del modelo sugieren que la infeccion por
interaccion entre células infectadas-no infectadas posiblemente tenga un
mayor peso en determinar la cinética de infeccion de T. cruzi en
comparacion con la infeccidn por parasitos libres.

A partir de los resultados no se puede determinar si hay diferencia
significativa entre la velocidad de crecimiento intracelular de T. cruzi
CL Brener en las lineas H9c2(2-1) y 3T3 NIH, o si ésta tiene mayor

peso que las deméas componentes de infeccion.
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11. Perspectivas

Algunas mejoras que se pueden hacer tanto a la herramienta de cuantificacion

de células y parasitos y al modelo computacional, y experimentos para el

estudio de la dindmica de infeccién de T. cruzi en cultivo celular, son los

siguientes:

Integrar algoritmos de agrupacion como el diagrama de Voronoi para
estimar el area que abarca una célula o asignarle los parasitos que mas
probablemente le pertenezcan.

Facilitar la asignacion utilizando células con algun agente revelador de
su morfologia, como algun fluor6foro unido a la membrana,
citoesqueleto o presente en el citoplasma para diferenciar el area que
abarca cada célula, en una longitud de onda de emision diferente de la
utilizada para visualizar los parasitos. Usar una linea celular que forme
una monocapa, como células epiteliales, permitiria facilitar esta tarea,
sin embargo, debe probarse su capacidad de ser infectada.

Realizar un escaneo tridimensional mediante un microscopio de
confocal de fluorescencia a las células mas saturadas de parasitos, lo que
permitiria tomar imagenes a distintos planos, y disefiar un programa
para la reconstruccion de la célula o el conteo de los parésitos en las tres
dimensiones. Sin embargo, es necesario analizar la viabilidad de esto
para la cuantificacion a gran escala.

Afiadir otros elementos, como la difusion y movimiento de los parasitos
libres en el cultivo, apoyado con los datos obtenidos por Arias del
Angel, permitiria sopesar nuevamente el papel de los distintos
elementos de infeccion. También la adicion de elementos del sistema
inmune podria permitir expandir la capacidad del modelo a estudiar la

infeccion in vivo.
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e Realizar experimentos de infeccion en cultivo celular y determinar la
cinética de crecimiento celular con y sin infeccion, y determinar el

grado en el que la infeccion afecta al crecimiento y afiadirlo al modelo.
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13. Anexo
Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de paréasitos
por célula de la linea H9c2(2-1) en los dias analizados obtenidos a partir de

imagenes de fluorescencia (15 intervalos)
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Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de parésitos
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por célula de la linea 3T3 NIH en los dias analizados obtenidos a partir de

imagenes de fluorescencia (15 intervalos)
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Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de parésitos
por célula de la linea 3T3 S en los dias analizados obtenidos a partir de

imagenes de fluorescencia (20 intervalos)
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Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de parésitos

por célula de la linea Caco2 en los dias analizados obtenidos a partir de

imagenes de fluorescencia (20 intervalos)
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Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de parésitos

por célula de la linea H9c2(2-1) en los dias analizados obtenidos a partir de

simulaciones (15 intervalos, n = 100)
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Gréficos de funcion de densidad de probabilidad de la distribucion de parésitos
por célula de la linea 3T3 NIH en los dias analizados obtenidos a partir de

simulaciones (15 intervalos, n = 100)
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