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Resumen: La deteccion automatizada de elementos libres (microorganismos, células, minerales,
etc.) no reviste la misma complejidad que la que presenta el reconocimiento y posterior analisis
morfométrico de elementos inmersos dentro de un contexto, tal como células particulares dentro de
un tejido. En el presente informe técnico se muestran alternativas para la identificacién de neuronas
presentes en la sustancia gris de un segmento de la médula espinal de rata, utilizando tres programas
distintos de analisis de imagenes digitales. Se comparan los resultados y se discuten las ventajas y
diferencias del procedimiento realizado con cada uno de estos programas.

Palabras clave: Identificacion de células, neuronas, andlisis de imagenes.

Abstract: Automated detection of free elements (microorganisms, cells, minerals, etc.) does not have
the same complexity as that necessary to recognize and subsequently morphometrically analyse
elements involved in a context such as particular cells within a tissue. In this technical report, alter-
natives for the identification of neurons in the gray matter of a rat spinal cord segment using three
different digital image analysis software packages are described. The results are compared and the
advantages and differences of the performed procedures are discussed.
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Introduccién

Existen decenas de tutoriales que muestran
cémo contar particulas en una imagen digital (Cheng
2011; Bruhemaayush 2012; Foley 2013). Mas aun,
existen programas macro y complementos (plug-ins)
especificamente disefiados para el recuento de ele-
mentos con determinadas caracteristicas, que sélo
operan sobre determinado tipo de imagenes (Kuo
y Byun 2011). Para el uso de estos ultimos también
existen tutoriales de acceso libre (CELT 2011). La gran
mayoria de los tutoriales utiliza el programa Imaged
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) para su demostracion, ya que
es de distribucion libre y aceptado por la comunidad
cientifica internacional. Este programa cuenta con
un manual, donde sdlo se explican las funciones de
la aplicacién para el recuento de particulas, pero no
cémo lograr los resultados deseados. La mayoria de
los ejemplos que se aprecian en los tutoriales estan
orientados al reconocimiento de células aisladas o de
particulas diminutas dentro de células. Esto presenta
la ventaja de la relativa sencillez en la identificacion
de las estructuras, lo que permite el posterior recuento
y caracterizacion morfométrica.

En muchas circunstancias, es necesario identi-
ficar células particulares presentes en un determinado
tipo de tejido. Para ello, se recurre a la tincion diferen-
cial utilizando técnicas histoquimicas (Portiansky et al
2006), immunohistoquimicas (Fontana et al 2009) o
inmunofluorescentes (Portiansky ef al 2011). Si bien la
forma mas apropiada para la identificacion especifica
de un tipo celular es mediante la utilizacion de técni-
cas que involucren la utilizacion de anticuerpos, no
siempre se consiguen los efectos deseados (Nishida
et al 2015). En estos casos, la identificacion de las
poblaciones celulares se realiza por particularidades
en el color y/o la intensidad de tincién y por sus ca-
racteristicas morfométricas.

Como se mencionara previamente, Imaged es
un programa universalmente reconocido que cuenta
con herramientas para la identificacion de particulas
y su posterior analisis. Existen otros programas, de
caracter comercial, que también permiten la identifi-
cacion, recuento y analisis de elementos presentes en
imagenes digitales. En el presente informe técnico se
muestran los procedimientos necesarios para la iden-
tificacion de neuronas de un segmento de la médula
espinal de la rata, utilizando una misma imagen en
tres programas de analisis diferentes.

Descripcion metodologica
Software utilizado

*Imaged, (v.1.49n, National Institutes of Health,
EE.UU.), para una plataforma de 64 bits. Este progra-
ma es de distribucién gratuita y se puede descargar
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a través de la pagina web: http.//imagej.nih.gov/ij/
download.html

*cellSens Dimension (v. 1.6, Olympus Corpora-
tion, Japoén). Programa comercial.

*ImagePro plus (v. 6.3.1, Media Cybernetics,
EE.UU.). Programa comercial.

Captura de la imagen

El segmento C6 extraido de la médula espinal
de una rata macho clinicamente sana, de 5 meses
de edad, fue sumergido en una solucién criopreser-
vante, luego de su perfusion con una solucion salina
de paraformaldehido al 4 %, hasta su utilizacién. Se
realizaron cortes coronales del mencionado segmento
utilizando un micrétomo de vibracion (Leica VT 10008,
Alemania). Los cortes fueron montados sobre por-
taobjetos y tefiidos mediante la técnica del violeta de
cresilo, coloracion utilizada para el reconocimiento de
estructuras nerviosas (Suvarna et al 2012).

Para la captura de la imagen se utilizo el pro-
grama cellSens, ya que controla la platina motorizada
(Prior H101AFI, EE.UU.) montada sobre un micros-
copio de investigacion (Olympus BX53, Japdn). La
imagen digital fue capturada mediante una camara
digital (Olympus DP71, Japdn) también controlada
mediante el mismo software. Para la composicion de
una imagen que contuviera la totalidad del segmento,
al utilizar un objetivo de 40X (NA 0,75), se activo la
funcion Multiple Image Alignement (MIA), en modo
automatizado, lo que permitié el desplazamiento de
la platina motorizada en un area de 5,5 mm?2. De esta
manera, se capturaron, de manera secuencial en X
e Y, aproximadamente 140 imagenes, las que fueron
alineadas para reproducir la totalidad de la muestra.
Previo a la captura de las imagenes, se tuvo particu-
lar precaucion en establecer una iluminacion de la
muestra de manera tal de generar el mayor de los
contrastes entre el tejido, las células y el fondo de
la misma, para evitar posteriores requerimientos de
procesamiento de la luz.

Secuenciade eventos para la cuantificaciéon
y mediciéon de neuronas

A continuacién se muestran las animaciones
realizadas mediante Adobe™) Captivate 7 (Adobe
Systems Incorporated, EE.UU.), correspondientes
a la identificacion, recuento y analisis morfométrico
de las neuronas presentes, utilizando los programas
Imaged (link 1), ImagePro Plus (link 2) y cellSens
Dimension (link 3).

Para el recuento y analisis de neuronas utilizan-
do ImagedJ se realizaron los siguientes pasos:

1. Calibracién espacial de la muestra, basada
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en la barra incluida dentro de la imagen.

2. Establecimiento del umbral de color (segmen-
tacion) para su posterior binarizacion.

3. Binarizacion.
4. Seleccion de los parametros a ser medidos.

5. Establecimiento de los limites de valores para
los parametros seleccionados.

6. Recuento.

7. Almacenamiento de los datos en un adminis-
trador de regiones de interés (ROl Manager).

8. Traspaso de los resultados a una planilla de
calculo.

Para el recuento y analisis de neuronas utilizan-
do ImagePro Plus se realizaron los siguientes pasos:

1. Silaimagen hubiese sido capturada median-
te este software, probablemente ya hubiese estado
calibrada espacialmente de acuerdo con el objetivo
utilizado, ya que este programa tiene la capacidad
de controlar el microscopio. De no estarlo, se debera
proceder como en el punto 1 del listado correspon-
diente a ImagelJ.

2. Segmentacion de los objetos. Para ello se
seleccionan los limites de color de los objetos proble-
ma (neuronas).

3. Selecciodn de los parametros a ser medidos
y establecimiento de sus limites.
4. Recuento.

5. Traspaso de los resultados a una planilla de
calculo.

Para el recuento y analisis de neuronas utili-
zando cellSens Dimension se realizaron los siguientes
pasos:

1. Al estar la imagen capturada mediante este
software, no fue necesario calibrarla. De lo contrario,
hubiese sido necesario proceder como en el punto 1

TR

del listado correspondiente a ImageJ.
2. Seleccién de los parametros a ser medidos.

3. Establecimiento de los limites de valores para
los parametros seleccionados.

4. Segmentacion de los objetos. Para ello se
seleccionan los limites de color de los objetos proble-
ma (neuronas).

5. Recuento.

6. Traspaso de los resultados a una planilla de
célculo.

Los parametros para la identificacion de las
neuronas, asi como el rango de valores elegidos,
fueron seleccionados sobre la base de trabajos pre-
viamente publicados (Portiansky et al 2004; Portiansky
et al 2011). Para la seleccion de los objetos a ser
cuantificados, en todos los casos se utilizé el método
de segmentacion por color. Con Imaged, se utilizé el
sistema de color HSB (Hue, Saturation, Brigthness),
que es un sistema llamado “cilindrico” por su forma de
representacion (Portiansky 2013). Con los programas
comerciales se utilizo el sistema RGB (Red, Green,
Blue). En ambos casos se utilizo el sistema de gotero,
en el que el profesional selecciona las intensidades
de color que considera que se corresponden con las
estructuras a analizar. También puede utilizarse el
histograma de la imagen para conseguir el mismo
propdsito. En este ultimo caso hubiese sido necesario
establecer el rango de cada uno de los colores del
RGB, a diferencia del HSB que selecciona los colores
sélo con el canal H.

Independientemente de la forma en que el soft-
ware selecciona los colores, en los tres programas se
utilizé un método intuitivo de seleccidn y, por lo tanto,
el criterio de seleccion fue similar en todos los casos.
La figura 1 muestra el efecto producido al realizar la
segmentacion del mismo sector de la imagen con cada
uno de los programas. Alli se observa que el area de
color superpuesto sobre los objetos seleccionados es
similar en todos los casos.

Figura 1. Efecto de la segmentacion producida mediante Imaged (izquierda), ImagePro Plus (centro) y cellSens
Dimension (derecha), sobre una misma imagen del sector medular, tefiido con violeta de cresilo.
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La utilizacion del ROl Manager con ImageJ
permite manejar de manera individual cada uno de
los objetos encontrados. De esta manera, el operador
puede seleccionar manualmente aquellas células que
considere que deban o no ser incluidas en el recuento
0 la medicion.

En el video correspondiente al programa Ima-
gePro Plus se observa que es posible separar dos
neuronas (splitting), consideradas como Unicas al
realizar el recuento automatizado. Con los programas
comerciales es posible separar los objetos manual-
mente. Con los tres programas se puede realizar
una separacion automatizada basandose en el filtro
Watershed (Portiansky 2013).

Discusion y conclusiones

Los tres programas de analisis permitieron
resolver el desafio de reconocer las neuronas por su
aspecto morfolégico o por su color. Cada situacion
requirié, sin embargo, de una seleccion particular en
cuanto a los rangos de valores que debieron elegirse
para obtener los resultados mas apropiados. Esto es
valido tanto para la muestra seleccionada en el pre-
sente trabajo, como para cualquier otra muestra en la
que se pretenda seleccionar objetos con determinadas
caracteristicas. Independientemente de cual sea el
software elegido, el punto critico consiste en capturar
la imagen con el mayor de los contrastes para lograr
una segmentacion inicial que evite el procesamiento
posterior. De esta manera, se identifican los objetos y
el fondo de manera independiente, hecho que facilita
la posterior segmentacion y analisis (Portiansky 2013).

Imaged es un programa de andlisis digital de
imagenes de domino publico, disefiado con una ar-
quitectura abierta que proporciona extensibilidad via
plug-ins Java'y macros (Collins 2007). Es utilizado por
cientos de investigadores y los resultados obtenidos
mediante este programa son aceptados universal-
mente. Si bien no tiene un ambiente de trabajo propio,
las funciones y aplicaciones que presenta o que se le
pueden adicionar, hacen de ésta una herramienta de
alto valor laboral. Por su parte, los otros dos progra-
mas analizados, que son de origen comercial, tienen
su propio ambiente de trabajo. Esto implica la ventaja
de poder manejar imagenes y funciones relacionadas
con ellos, de manera aislada de otros utilitarios de
la computadora. Sin embargo, en estos programas,
las actualizaciones de las funciones solo pueden ser
provistas por los propios fabricantes del producto. Por
otro lado, la versatilidad de estos programas permite
que el mismo usuario disefe la forma en que se pre-
senta la informacion y la distribucion de los menus.
Si bien Imaged provee programas (drivers) de manejo
de algunas camaras de video, la gran ventaja de los
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programas comerciales es que permiten controlar los
componentes motorizados del microscopio de manera
integral, junto a los objetivos y filtros de fluorescencia.
De esta manera, se asegura que la intensidad de luz
en el momento de la captura, asi como el contraste
entre los objetos y el foco de la imagen, sean los
apropiados para el propdsito planteado.

Si bien con los programas comerciales anali-
zados se pudieron evitar ciertos pasos intermedios
que fueron requeridos por Imaged para analizar la
imagen utilizada en el presente trabajo, tales como
la transformacion a una imagen monocromatica y su
posterior binarizacion, no siempre se obtienen los re-
sultados esperados. Cada caso particular requiere de
un analisis exhaustivo de las condiciones apropiadas,
previo al procedimiento de captura de gran cantidad
de muestras, ya que lo que se presupone ideal para
una muestra puede no serlo para otra.

El conocimiento de la composicion celular de
una region especifica del sistema nervioso es rele-
vante para la comprensién de la funcionalidad de
los sistemas neurobioldgicos (Miller et al 2014). La
identificacion de neuronas, como de muchas otras
células presentes dentro de un tejido, requiere de un
conocimiento particular de su estructura. Existen di-
versos tipos de neuronas que difieren en su morfologia
segun el érgano nervioso considerado (Ramon Cajal,
1899). Si bien dentro de los tejidos cada neurona es
una célula individual, que se contacta con otras cé-
lulas o estructuras mediante sus prolongaciones, no
siempre puede individualizarse en la forma en que se
visualizan en los cultivos celulares. Por otro lado, las
neuronas presentan diversos tamafos dentro de un
mismo tejido. Particularmente, en la médula espinal
coexisten neuronas de 10 um de diametro, presentes
en la Lamina |, con motoneuronas de 300 um de dia-
metro, localizadas en la Lamina IX (Portiansky et al
2004). Esto implica que deben realizarse varios cortes
finos y seriados o tomar series de imagenes en pila
de un corte grueso para poder medir a estas células
dentro de un mismo contexto. De esta manera, habra
mayor posibilidad de contabilizar neuronas que hayan
sido correctamente identificadas.

La secuencia de pasos realizada por los
programas comerciales permitiria inferir que los pro-
cedimientos realizados para obtener los resultados
presentados podrian ser mas practicos o menos
laboriosos en comparacion con los requeridos por
Imaged. No obstante, esto no asegura la precision de
los datos obtenidos. Para confirmar dicha aseveracion
es necesario confrontar los resultados obtenidos por
cada uno de ellos.

En este trabajo se presentd la secuencia de
eventos necesarios para la identificacion, cuantifica-
cion y andlisis morfométrico de neuronas presentes
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en un segmento de la médula espinal. Esta misma
metodologia podria ser utilizada para otros segmentos
del érgano, otros 6rganos nerviosos y hasta otros teji-
dos, cuando el objetivo principal consista en identificar
poblaciones celulares que tengan alguna caracteristica
diferencial con el resto de las células del mismo tejido,
ya sea ésta tanto de tipo tintorial como morfométrica.
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