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Resumen

Se presenta el andlisis morfolégico en el procesamiento éptico digital de imagenes para caracterizar los
cilios y en particular, sus componentes estructurales, asociados al movimiento ciliar. Esto se hace a partir
del modelo de un corte transversal del mismo. Se desarrolla una morfologia matematica con algoritmos
basados en herramientas de la segmentacion de imagenes, para ser aplicados a cortes transversales de
cilios reales. Se estudiaron componentes estructurales tales como los microtubulos, las dineinas, la
membrana citoplasmatica y las proyecciones radiales. La aplicacion de procesos digitales a imagenes
obtenidas por microscopia electrénica de transmision permiti6 evaluar el cambio de estructuras y
anormalidades de cilios de mamiferos y a partir de estos resultados metodoldgicos, contribuir al diagndstico
de la disquinesia ciliar en mamiferos.

Palabras clave: analisis morfoldgico, procesamiento optico digital, cilios, disquinesia ciliar.

Morphologic Analysis in the Optic-Digital Prosecution of
Images for the Diagnosis of the Ciliary Dyskinesia

Abstract

The morphologic analysis in the digital optic prosecution of images to characterize the cilia and in particular,
its structural components, associated to the ciliary movement is presented. This is done starting from the
pattern of a traverse cut of the same one. A mathematical morphology is developed with algorithms based
on image segmentation tools to be applied to traverse cuts of real cilia. Structural components such as
microtubes, dynein, citoplasmatic membrane and radial projections. The application of digital processes to
images obtained by electronic transmission microscopy allowed evaluating the change of structures and
abnormalities of cilia in mammals and starting from these methodological results to contribute to the
diagnosis of ciliary dyskinesia in mammals.

Keywords: morphologic analysis, digital optic prosecution of images, cilia, ciliary dyskinesia.
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INTRODUCCION

Con el procesamiento oOptico — digital de imagenes se han desarrollado diferentes algoritmos que han
permitido el tratamiento de imagenes obtenidas de muestras de materiales organicos e inorganicos. Estos
algoritmos han permitido leer e interpretar diferentes caracteristicas morfologicas y funcionales, asi como
realizar mediciones, transformaciones y reconstrucciones tridimensionales de los objetos estudiados
utilizando lenguajes de programacién. En los udltimos afios se ha incrementado el estudio de ramas de
ciencias de la vida y la tecnologia a partir de procesamiento y andlisis de imagenes que han marcado el
avance en la investigacion. Entre estos se encuentra la investigacién del ADN (Hornef, 2006) y el estudio
de la estructura de los fullerenos en nanotecnologia (Tabata, 2002).

Gran informacion de las muestras de estos campos de la ciencia esta en la dimensionalidad micrométrica y
nanométrica, “mas de lo mismo, tal vez a otra escala” (Villaveces, 2005). Se hace necesario utilizar
instrumentos oOpticos, microscopios de alta resolucion que permitan realizar observaciones de objetos de
esas dimensiones y posteriormente disefiar procesamientos Opticos y digitales que incrementen el
contraste, la nitidez y la posibilidad de aprovechar de ellas la mayor informacion (Alfonso, 2010). En el
estudio y caracterizacion de muestras bioldgicas es ampliamente utilizada la microscopia Optica y
Electronica, las cuales han permitido captar informacion de dimensiones micrométricas y nanométricas
(Haugland, 1992; Pertuz, 2007).

El uso del microscopio electrénico de transmision (TEM) ha permitido la caracterizacion de células y su
estructura (Moran, 1987). Las partes de la célula que se han podido caracterizar por estos instrumentos
son los cilios. Teknos, 1997). Son estructuras cilindricas (figura 1) que salen de la superficie de algunas
células, miden entre 5y 7 Um de longitud y son utilizados por los organismos unicelulares para impulsarse a
través de liquidos y por organismos multicelulares para transportar fluidos (Barrett, 2010).

Fig.1: Imagen de cortes (a) transversales y (b) longitudinales de
cilios. (www1.unex.es/.../especialimembrana.htm)

CILIUM (Cross - Section)
Outer doublet microtubule

% Microtubulo externo doble
Microtibulo central

Inner sheath

Protofilaments

Microtubule
a) b)

Fig. 2. Estructura de un cilio normal: a) Modelo en perspectiva de la estructura cilindrica
(www.maph49.galeon.com), b) corte transversal de un cilio normal de una célula animal (Brauer, 2003).
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La figura 2 muestra el modelo de la estructura de un cilio normal. En a) se resalta en perspectiva la
membrana plasmatica, los brazos radiales, los microtibulos periféricos y centrales; en b) se muestra el
modelo del corte transversal del cilio normal. En él se observan los diferentes componentes del axonema
ciliar que aparecen revestidos por una extensién de la membrana plasmatica celular (MPC). Dentro de esta
membrana se incluyen nueve pares de microtdbulos periféricos (MTP) y un par de microtibulos centrales
(PMC), denominada la disposicién 9 + 2. Los microtubulos se encuentran a lo largo de todo el citoesqueleto;
es un grupo complejo de estructuras citoplasmaticas que interactian arménicamente constituyendo la base
del movimiento ciliar (Gonzalez, 2007).

Cada MTP esta formado por el microtibulo A (mTA) y el B (mTB). En la parte delantera del mTA hay dos
brazos que son las dineinas ciliares (DC). Estas estructuras estan formadas por la proteina responsable del
movimiento ciliar. Estos brazos se denominan brazo externo e interno. En el mTA también se encuentra un
brazo llamado nexina (N) que lo une con el mTB vecino del siguiente par. Esta estructura pasiva aparece
cada 86 nm a lo largo de los microtubulos (Brauer, 2003). EI PMC esta formado por dos microtlbulos
independientes. Estos microtdbulos estan unidos por una estructura pasiva llamada Kinesina (K), envueltos
parcialmente por una vaina interna (VI) que aparece cada 14 nm a lo largo del cilio. Por ultimo aparece una
estructura pasiva proteica denominada proyeccion radial (PR) que sale de cada PMP y se proyecta hacia el
PMC a intervalos de 29 nm (Fajardo, 2003).

Dentro de las funciones de los cilios en los organismos multicelulares esta la del movimiento de fluidos
(Romero, 2003). Esta funcion es realizada a partir del movimiento de las diferentes poblaciones de cilios
existentes en estos organismos. El movimiento del cilio a su vez esta determinado por varios de sus
componentes estructurales, entre los que se destacan, los microtibulos, las dineinas, los puentes de nexina
y las proyecciones radiales. Los microtibulos que forman los pares son organelos inestables ya que pueden
ensamblarse y disgregarse rpidamente dependiendo de factores fisicos y quimicos como temperatura,
presion, concentracion de iones de calcio, pH y alcaloides. La dineina es la responsable del deslizamiento
de los microtubulos, dando origen al movimiento y batir arménico de los cilios, mientras que los puentes de
nexinas y las proyecciones radiales son las encargadas de restituir el cilio a su posicion inicial (Yates, 2007).

La ausencia o deformacion de alguna de las proteinas altera la estructura del cilio en forma general
haciendo que los mutantes pierdan capacidad de motilidad. Hay varios procesos fisiolégicos que se ven
afectados por estas alteraciones, presente en mamiferos con dificultades para drenar las secreciones del
tracto respiratorio. Esta dificultad es un factor determinante en la patologia denominada Disquinesia Ciliar
Primaria (DCP), elemento utilizado para el diagnostico de diferentes enfermedades en mamiferos y en el
caso particular de humanos en patologias como el Sindrome de Kartagener (SK), (Fernandez, 2011,
Kartangener, 1993; Teppa, 2004; Valenzuela, 1980) y el Sindrome de Young (SY) (Chin, 2002),
consideradas como Enfermedades Raras (Benavides, 2011).

El procesamiento Optico—digital de imagenes es ampliamente utilizado en el estudio, andlisis y
caracterizacion de tejidos bioldgicos (Herrera, 2008). Los algoritmos y los descriptores utilizados para la
extraccion de informacion a partir de imagenes, varian de acuerdo a los objetivos de cada aplicacién. En la
bibliografia relacionada con el tema, se encuentra que para el estudio de lesiones arteriales se ha utilizado
métodos que consisten en aplicar un preprocesamiento de la imagen y posteriormente desarrollar algoritmos
de la segmentacién de imagenes, dentro de los que se destacan el de Kolmogorov - Smirnov
(Rodriguez, 1997). En el estudio de defectos internos de frutos se utiliza el procesamiento de imégenes
aplicando algoritmos de segmentacion en la imagen de la pulpa, para posteriormente desarrollar
operaciones aritméticas y morfolégicas que permitan buscar umbrales para detectar dafios internos
invisibles (Aristizabal, 2006).

De forma general en la caracterizacion de las estructuras de tejidos bioldgicos se utilizan algoritmos y
descriptores basados en la morfologia matematica y la segmentacibn de imagenes
(Madrigal, 2007; Herrera, 2009). Sin embargo, al realizar un balance de las investigaciones en las que se
obtienen imégenes de las estructuras ciliares, solo se ha observado el uso del procesamiento 6ptico-digital
para: la obtencion de imagenes, la mejora de la calidad de las imagenes, la obtencidén de estadisticas de
diferentes deformaciones celulares vinculadas a patologias estudiadas, etc.; pero  no se observa el uso de
herramientas de morfologia matematica y segmentacion en el andlisis de estas imagenes
(Ferrer, 2009; Esmendi, 2006). Es asi que el objetivo de esta investigacién es aplicar algoritmos de la
morfologia matematica y la segmentacion en el procesamiento de imagenes del epitelio pulmonar donde
estan presentes los cilios, que permitan aportar criterios de la deformacion estructural del mismo, aspecto
gue permite diagnosticar deficiencias en la movilidad ciliar.

Atendiendo a esta problematica, es de interés de esta investigacion, aplicar el procesamiento 6ptico digital
de imagenes para el estudio morfolégico de cilios y en particular de los componentes estructurales
asociados al movimiento ciliar. Con la aplicacién de ciertos algoritmos a las imagenes digitales, se podra
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evidenciar la presencia o no de membranas, dineinas, microtdbulos o la alteracién segun el modelo celular,
gue permiten caracterizar el corte bioldgico del tejido de los mamiferos que han sido diagnosticados con
este problema ciliar.

MATERIALES Y METODOS
Disefio de experimento

Para realizar el estudio morfol6gico de los cilios, primero se utilizaron modelos de cortes transversales de
cilios para establecer los algoritmos necesarios del procesamiento de imagenes para luego aplicarlos en
imagenes de las biopsias de mamiferos (Rodriguez, 2007). Las imagenes reales que se utilizaron, son
cortes ciliares de biopsias de la mucosa bronquial de dos pacientes caninos. Para obtener las imagenes se
sigue el protocolo necesario en la preparacion y fijacion de las biopsias. Se obtienen cortes transversales
ultrafinos de 90nm con el ultramicrétomo, contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo y
finalmente son observadas y registradas las imagenes con el microscopio electronico de transmision TEM,
JEOL JEM 1200EX Il (Jurado, 2008). Para el procesamiento de las imagenes y de otros procesamientos
estadisticos se utilizaron programas desarrollados para la investigacion en lenguaje MATLAB 7.9 (R2009b)
(MatWork Inc. USA) y el IMAGEJ.

Metodologia

Para realizar la caracterizaciéon morfolégica de los cilios se aplica la siguiente metodologia: i) Seleccionar
imagenes de un cilio normal y determinar qué estructuras del mismo seran estudiadas por el procesamiento
Optico digital. Hacer un preprocesado del modelo para el mejoramiento de la imagen; ii) Establecer,
desarrollar y aplicar algoritmos de morfologia que permitan describir la deformacion del cilio a partir del
modelo del cilio; y iii) Aplicar los algoritmos y descriptores desarrollados en imagenes de microscopia
electronica de cilios reales, que permitan reconocer, clasificar e interpretar la deformacion de los cilios.

A partir de analizar los componentes del modelo cilio normal y fundamentalmente las estructuras
relacionadas con la movilidad del mismo, se determina qué algoritmos y descriptores se van a aplicar para
valorar: la ausencia de la MPC, la ausencia de algin microtibulo de los PMP o del PMC y la ausencia de las
dineinas, como elementos determinantes en el andlisis del buen funcionamiento de los cilios. Esta decision
se basa en que, de los elementos estructurales del cilio que estan relacionados con la movilidad del mismo,
so6lo estos elementos se encontraran siempre en una imagen de microscopio de un corte transversal del cilio
realizado en cualquier plano a lo largo del mismo. Las otras componentes del cilio que participan en su
movilidad , son las nexinas y las proyecciones radiales; estas estructuras solo aparecen en determinadas
ubicaciones a lo largo del cilio. Por tal motivo la presencia de ellas en el corte transversal del cilio est4 en
dependencia de por donde se realice dicho corte. Esta incertidumbre determina que no se desarrollen los
algoritmos y descriptores que valoren la presencia o no en las imagenes de cortes transversales del cilio de
estas estructuras. Los algoritmos a aplicar y desarrollar se basan en las herramientas del andlisis
morfologico y de la segmentacion de imagenes. Las funciones relacionadas con estos procedimientos
tienen sus fundamentos en la teoria mateméatica de los conjuntos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se selecciona como imagen el modelo del cilio normal mostrado en la figura 2 b). Sobre este corte
transversal se hace el pre procesamiento de la imagen del cilio para aplicarle los diferentes algoritmos. Este
pre procesamiento consiste en mejoras de contrastes, de intensidad, de filtrado de la imagen tratando de
mantener definidos los bordes de las estructuras internas. Finalmente se realiza la binarizacion, inversion y
filtrado de la misma (figura 3).
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Fig. 3: Modelo del corte transversal de un cilio normal preprocesada: a) filtrada y b) binarizada
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Caracterizacion de la MPC

La ausencia de la MPC es el aspecto fundamental a tener en cuenta al analizar la deformacién del cilio.
Para caracterizar su ausencia se desarrollaron algoritmos que se aplicaron primero en el modelo del cilio. La
estrategia seguida consistio en la eliminaciéon de todas las estructuras internas del cilio dejando solo su
MPC. A partir de la imagen de la figura 3 (b) se utilizaron funciones de la morfologia matematica (shrink,
erode y open) y se eliminaron las estructuras internas, dejando solo la membrana (figura 4).

b)
Fig. 4: Procesamiento del modelo del cilio (a) reduccién de estructuras (b) membrana sola

Los algoritmos desarrollados para analizar la presencia de la membrana se aplicaron en imagenes
obtenidas por microscopia electrénica de los cortes transversales de cilios reales. Al aplicar estos se obtuvo
como resultado las imagenes mostradas en la figura 5. La imagen original se preprocesa hasta lograr que
las estructuras internas desaparezcan dentro del ruido de alto contraste. Posteriormente se aplican los
algoritmos de la morfologia matematica y de segmentacion (edges, makebinary y open) para transformar y
eliminar todos los elementos pequefios de la imagen y lograr que solo se observe la membrana (figura 5 d).

Al emplear los algoritmos utilizados anteriormente en imagenes de cilios reales sin membranas plasmaticas
(figura 6), se observa la eliminacién de todas las estructuras internas y la imagen aparece completamente
negra al aplicar las funciones de morfologia matematica ya experimentadas.

%

Fig. 5: Corte transversal de un cilio de un mamifero: a) cilio original b) cilio preprocesado, c) cilio aplicando
segmentacién, d) andlisis de la morfologia matemaética.

d)

Fig. 6: Cilio sin membrana (a) original, (b) preprocesada, (c) binarizada invertida y (d) aplicada la
morfologia matematica

a)
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Caracterizacion de los microtibulos

La ausencia de uno de los microtibulos del cilio se realiza a partir del analisis de la ausencia de alguno de
ellos en los PMP y el PMC. En la imagen del modelo ciiar y binarizada, se aplican funciones de la morfologia
matematica (erosion y apertura) para eliminar las pequefias estructuras que provocan ruido en la imagen
binaria, posteriormente se elimina la membrana hasta lograr separar los pares de microtabulos del cilio. Un
resumen del proceso se puede observar en la figura 7.

a) c)
Fig. 7: a) reduccion de estructuras b) sin membrana c) enumeracion de microtubulos

Se enumeran los microtlbulos individualizados. Finalmente se cuentan la cantidad que existen, una
aritmética elemental permite analizar cuantos hay.

Fig. 8: Corte transversal de cilio de mamifero (a) original y (b) binarizado ¢) enumeracion de
microtubulos

La metodologia y algoritmos desarrollados se aplicaron a esta imagen de los cortes transversales de cilios
de mamiferos obtenida también por microscopia electrénica. Al aplicar los algoritmos a la figura 8 a) se
obtuvo como resultado un cilio con los microtibulos completos. En este caso particular desde la aplicacion
de la binarizacion se eliminé la MPC, lo cual disminuye el tiempo de procesamiento. Finalmente se pasa al
conteo de los microtubulos, segun se observa en la figura 8 c).

Caracterizacion de las dineinas

Para la caracterizacién de las dineinas se sigue como estrategia fundamental eliminar las estructuras de los
microtubulos, las estructuras de las nexinas y de las proyecciones radiales. En la figura 8 c) que ha servido
para hacer el conteo de los microtlibulos, también se pueden definir las dineinas. Se observa que los mTA
no cuentan con los dos brazos de dineinas. Segun el modelo cada uno deberia tener dos brazos de
dineinas, lo cual permite afirmar que el cilio esta alterado. Siendo este factor determinante para afirmar que
esta imagen corresponde a una muestra de un tejido con disquinesia ciliar.

Al realizar una valoracién general de los resultados obtenidos, se ha podido observar que la aplicacion de
las metodologias y algoritmos desarrollados a partir de un modelo del cilio, han permitido la caracterizacion
de la estructura interna de los cilios reales, obtenidos por microscopia electronica (TEM). Al estudiar cada
una de las estructuras vinculadas al movimiento ciliar desde las imagenes reales, en algunos casos, no fue
necesario aplicar todos los pasos de la metodologia, ya que en estas imagenes reales no aparecen de
forma definida algunas de las estructuras basicas del cilio.
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CONCLUSIONES

Utilizando imagenes del modelo de un cilio, se hizo el estudio morfolégico, que permitié evidenciar los
algoritmos necesarios para evaluar las caracteristicas de los elementos determinantes de la imagen en la
movilidad ciliar, para luego ser aplicados a los cilios reales de mamiferos.

Al aplicar los algoritmos a las imagenes procesadas de los cilios reales, se especificé con certeza la
ausencia de los brazos de dineina en unos cortes, ausencia de la membrana plasmatica en otros, como
factores determinantes para anticipar la disquinesia ciliar.

La aplicacion de procesos digitales a imagenes obtenidas por microscopia electronica (TEM), permitio
evaluar, por primera vez, las alteraciones de estructuras de los cilios y a partir de estos resultados,
contribuir con esta metodologia, al diagnéstico de la disquinesia ciliar en mamiferos.
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