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1. Introduccion

El desarrollo del andlisis de imagen como disciplina autdctona y su consiguiente
aplicacion en el entorno biomédico han ido siempre en paralelo con la evolucion del
ordenador personal. Cada avance en el disefio de microprocesadores, unido al desarrollo
de cada vez mas sofisticados dispositivos de adquisicion y visualizacion de imagenes,
constituye una nueva posibilidad de crecimiento, rara vez desaprovechada por los
investigadores y desarrolladores en el campo del analisis de imagen.

El espectro de aplicacion del analisis y visualizacion de imagenes en biomedicina
es tan amplio como numerosos son los campos de especializacion de la ciencias
biomédicas: a modo de ejemplo podemos citar la mejora e interpretacion de imagenes
Radiolodgicas para la deteccion precoz y localizacion pre-tratamiento de tumores mediante
Mamografia, Ultrasonidos, Resonancia Magnética Nuclear o Tomografia Optica, el
filtrado y reconstruccion tomografica de imagenes de microscopia electronica para
revelar la estructura tridimensional de proteinas o los estudios neurologicos de actividad
cerebral mediante Tomografia por Emision de Protones.

En el campo de la Histo-Patologia y la Citometria la introduccion del anélisis de
imagen ha sido relativamente mas lenta que en otras areas. Entre las posibles razones de
este retraso, podemos destacar la complejidad y alta variabilidad de la informacion visual,
en funcion del tejido u organo analizado, del tipo de tincion utilizado, del estado
patologico, etc. Debido a esta variabilidad, la identificacion y digndstico Histo-
Patologico sigue normas dificilmente formalizables en reglas susceptibles de ser
implementadas de manera automatica. Una segunda causa es el relativo retraso en el

desarrollo de herramientas de adquisicion y andlsis de imagen miscroscopica



tridimensional, necesarias ya que al ser todo tejido tridimensional, el anélisis basado en la
extraccion de caracteristicas bidimensionales es necesariamente incompleto.
Afortunadamente, la situacion ha mejorado en los ultimos afios: en el terreno de la
adquisicion debido al redescubrimiento de la microscopia multidimensional (confocal o
de excitacion multiple); en lo que se refiere a las herramientas de analisis y visualizacion
3D, debido el abaratamiento de la tecnologia y al incremento exponencial de la capacidad
de computacion de los ordenadores, que permite realizar operaciones
computacionalmente intensas en maquinas al alcance de la mayoria de los presupuestos.
El proposito de esta contribucién es presentar algunas nuevas desarrollos del
andlisis de imagen tridimensional y mostrar ejemplos de aplicacion de los mismos a
estudios en los que se requiere correlacionar la morfologia de un tejido (en distintos
niveles de resolucion) con su funcion. Las aplicaciones estdn prinicipalmente orientadas
al estudio de la Biologia del Cancer de Mama, aunque su rango de aplicacién es mucho
mas amplio. Las herramientas se presentaran en order decreciente de resolucion, o lo que

es lo mismo, en order creciente de extension (y por tanto de significacion) del analisis.

2. Segmentacion 3D de Nucleos en Microscopia Confocal

Dado que es en el nucleo donde ocurren la mayor parte de los eventos del proceso
carcinogénico, nuestro primer esfuerzo se centr6 en delimitar los contornos
(segmentacion) de los mismos en imagenes tridimesionales (confocales) de cortes
gruesos de tejido. Esto nos permitira después determinar la posicioén o el nimero de otros
elementos nucleares (genes, ARN’s, proteinas nucleares) dentro de los mismos que nos
dardn la informacion sobre la funcion o el comportamiento de la células
correspondientes.

El tejido utilizado son biopsias de tejido mamario de 40 micras de grosor inmersas en
parafina con el fin preservar la consistencia y morfologia del tejido. Dicho grosor asegura
la existencia de suficientes células intactas y al mismo tiempo estd en el rango de
adquisicion optimo de iméagenes confocales, que esta limitado por la atenuacion de la luz
con la profundidad del tejido y otros efectos de “scattering”, debidos a la falta de
acoplamiento del indice de refraccion del medio en el que estd inmerso el tejido al indice

de refraccion de la lente.



La contratincidon utilizada para los nucleos fue YO-PRO-1. La adquisicion de las
imagenes se realizd con un microscopio confocal Zeiss 410 (Carl Zeiss Inc., Thornwood,
N.Y., USA), con un objetivo 40X (Zeiss Plan-Apo, 1.3 NA) , un laser de Ar/Kr (con
lineas de emision 488/568) y un laser de HeNe (excitacion a 622 nm). Las imagenes se
tomaron excitando la muestra a 633nm vy filtrando la emision fluorescente con un filtro
PB de 665nm. En tiempo de adquisicion las imagenes fueron ampliadas digitalmente (x2)
en el plano imagen, resultando una resolucion lateral de 0.2 um. La distancia entre
secciones consecutivas en el eje Z (enfoque) se fijo en 0.5 um, produciendose una media
de 80 secciones por imagen.

La segmentacion de las imdagenes se realizdo en tres pasos: El primero es una
umbralizacion adaptativa de la imagen cuyo objetivo es separar las zonas de la imagen
con emision fluorescente (nucleos) del fondo. A continuacion, utilizando un software
para visualizacion desarrollado en nuestro laboratorio (DaVinci, ver Figura 1), el usuario
puede ver una reconstruccion tridimensional de cada objeto segmentado, con el fin de
facilitar su clasificacion como nucleo, cluster de nicleos o debris. Finalmente, se utiliza
recursivamente un algoritmo automatico basado en la Tranformada de Hough para dividir

los clusters. (Para una descripcion exhaustiva, consultar [Ortiz de Solorzano 99]).

2.1 Aplicacion a la medida de la Inestabilidad Genética

Como primera aplicacion del algoritmo descrito, se estudio la variacion de los niveles
de inestabilidad genética en Céncer de Mama. La inestabilidad genética es una de las
posibles causas de evolucion en tumores solidos, al facilitar la acumulacion de
mutaciones genéticas necesarias para la evolucion fenotipica de las células cancerosas.
Sin embargo, se conoce muy poco sobre los niveles reales de inestabilidad y su evolucion
en los distintas fases histoldgicas de evolucion del cancer.

Nuestro estudio consistio en cuantificar la variacion del numero de copias de dos
cromosomas en diferentes fases de evolucion del cancer, utilizando Hibridacion In Situ
Fluorescente (FISH) en cortes gruesos de tejido y analisis de imagen tridimensional.
Concretamente se midid la variacion (célula a célula) del niimero de copias del
centromero del cromosoma 1 y de la region 20q13, en muestras de tejido normal (N),

hiperplastico (UDH), Carcinoma In Situ (DCIS) y Carcinoma Invasivo (IC).



Figura 1. DaVinci (Data Visualization and Computer Interaction). Vista de
los paneles que componen la aplicacion. La ventana superior izquierda
muestra una reconstruccion (rendering) de los objetos segmentados (ver texto
para detalles sobre la segmentacion). El panel superior erecho da acceso a
algunas herramientas de visualizacion aplicables a la reconstruccion, como
por ejemplo escalado (zoom), interseccion (y visualizacion simultanea) de los
objetos con planos de la imagen original, control de la opacidad de la
superficie, etc. La ventana inferior izquierda contiene informacidon sobre el
objeto visualizado. La ventana inferior derecha permite clasificar el objeto
visualizado.

Para medir el numero de copias, se realizdo la segmentacion de los nucleos
siguiendo el procedimiento previamente descrito. A continuacion se segmentaron sefales

FISH en los canales de imagen correspondiente a los fluorocromos utilizados en la



hibridacion (Alexa568 y Cy5 para 20q13 y Ic respectivamente). En la segmentacion de
las sefiales en 3D se utilizé un algoritmo Top Hat con reconstruccion. Los resultados de
la segmentacién se combinaron con los de la segmentacion de los nucleos y se
enumeraron, nicleo a nucleo, las dos sondas utilizadas. Finalmente se representaron los
resultados de la enumeracidon combinados de todos los casos estudiados mediante
histogramas tridimensionales que representan el nimero de nticleos con cada una de las
posibles combinaciones de nimero de copias de las dos senales. (Ver Figura 2).

Los resultados muestran una variacion intercelular minima en las muestras de
tejido normal y UDH, y una variacion muy pronunciada en los casos de DCIS y IC. Las
muestras IC presentaron también aneuplodia, en cantidades variables en las distintas
partes de cada muestra. La variaciéon observada en el nimero de cromosomas entre
células vecinas fue mucho mayor de la esperada, lo que parece indicar que los cambios en
el nimero de copias no son el resultado de seleccidon clonal sino mas bien de la creciente

inestabilidad existente en la division celular.

Figura 2. Enumeracion del nimero de copias de un especimen con DCIS. La
imagen de la izquierda muestra un conducto mamario atrofiado lleno de
células cancerosas, asi como tres areas en las que se tomaron imagenes 3D
confocales y se aplico el andlisis descrito en el texo. La imagen de la derecha
muestra la distribucion de numero de copias por nucleo para las dos sondas
FISH utilizadas (20q13 and 1c).

Para una explicacion més detallada de estos resultados, consultar [Chin 00] y [Chin 01].



2.2 Aplicacion al estudio de los mecanismos de compensacion de niveles de expresion de

enes

Los métodos descritos anteriormente se utilizaron también para estudiar los
mecanismos de regulacion de expresion genética en C.elegans. Concretamente, nuestro
trabajo consistio en estudiar los mecanismos por los que los complejos reguladores son
capaces de identificar el cromosoma X, con el fin de reducir a la mitad sus niveles de
expresion genética en los especimenes hermafroditas (XX). Para eso, se estudid si el
complejo de compensacion genética (DCC) es capaz de reconocer una parte del
cromosoma X adherida a uno de los autosomas o necesita el cromosoma completo para
actuar. Con ese fin, se segmentaron los nucleos de varias decenas de embriones de
C.elegans, y se detect6 la expresion de la tincion immunocitoquimica del DCC dentro de
todos los nucleos.

De esta manera se comparé el volumen y el numero de volimenes de expresion del
DCC en embriones normales (XX wild type) y en los embriones conteniendo la porcion
sub-cromosdmica adicional (XX+s). Como resultado, se comprob6 que el DCC se adhirio
a una porcion igual al 30% del cromosoma X, y s6lo de dicha porcion, sin extenderse al
autosoma adyacente. Por lo tanto el DCC no necesita la presencia del cromosoma
completo para actuar. E1 DCC, en cambio, no fue capaz de reconocer porciones menores
del 30%.

Para una descripcion mas detallada de los métodos y resultados, consultar [Lieb

00].

3. Segmentacion Celular

En determinadas ocasiones, por ejemplo cuando debido a deformaciones patologicas
del nucleo se presume que los limites nucleares no coinciden con el de los limites de la
cromatina, o cuando se pretende segmentar nucleos que estdn muy densamente
agrupados, la segmentacion descrita en el apartado no da resultados satisfactorios. En
dichos casos se hace necesario buscar soluciones alternativas.

En un estudio reciente [Ortiz de Solorzano 01], exploramos la posibilidad de
segmentar nucleos (y posteriormente células completas) en imagenes de cultivos y tejidos

marcados con fluorescencia a través de anticuerpos de proteinas asociadas a la membrana



nuclear (o la superficie celular en el caso de la segmentacion de las células completas).
Las proteinas elegidas, por su distribucion homogénea en epitelios diversos, fueron
LaminA para el ntcleo e Integrinas o6 6 1 para la superficie celular. En ambos casos, la
tincion fluorescente de la proteina produce imagenes con alta intensidad en la periferia
del nucleo o de la célula y un fondo relativamente oscuro en el interior de los mismo.

La segmentacion, completamente automatica, se realizd en dos fases. Primero se
determind el centro del cada nicleo o célula mediante proyeccion acumulativa del
gradiente de la imagen. A continuacion, los limites externos de los objetos obtenidos se
utilizan como semillas de un algoritmo que expandio los contornos de las semillas hasta
ajustarlos a los contornos externos de los nucleos o de las células. Para ello, el algoritmo
resuelve la ecuacion de la propagacion de un frente de onda geométrico bajo los efectos
de una fuerza determinada por las caracteristicas de la imagen a segmentar. La Figura 3
muestra dos ejemplos de los resultados de la segmentacion. Para una mas detallada
explicacion de los métodos utilizados y de los experimentos realizados, consultar [Ortiz

de Solorzano 01] y [Sarti 00]

4. Reconstruccion Tridimensional de Tejidos

Los métodos descritos en los dos apartados anteriores, basados en el analisis de
imagenes confocales, son utiles cuando el volumen de tejido que se necesita analizar es
relativamente pequefio. Las limitaciones provienen de la cantidad de datos generados en
este tipo de andlisis (a modo de ejemplo, el tamafio de una imagen de un volumen de
100x100x40 micras es de aproximadamente 20Mb) y de las limitaciones en la calidad de
la imagen debido a problemas de desacoplamiento del indice de refraccion con el grosor
de la muestra y a problemas de eficiencia de los procesos immunocitoquimicos en cortes

gruesos de tejidos.



Figura 3. Segmentacion de nucleos y células mediante marcadores de proteinas
relacionadas con la membrana nuclear (Lamin A, fila superior) o la superficie
celular (Integrina o6, fila inferior). Las imagenes de la columna izquierda
muestran las imagenes originales con los marcadores (semillas) encontrados
automaticamente (en la fila superior) o marcados manualmente (fila inferior).
La columna derecha muestra el resultado de la segmentacion obtenida
utilizando el procedimiento referido en el texto.

Cuando se necesita analizar mayores volumenes, los métodos anteriores producen
cantidades de informacion descomunales, por lo que se hace necesario desarrollar nuevos
métodos, basados en reconstrucciéon computarizada a partir de secciones fisicas del tejido.
Un proyecto en curso en nuestro laboratorio tiene como objetivo la creacion de un

sistema de microscopia que permita adquirir y posteriormente reconstruir tejidos a partir



de secciones de tejido. La aplicacion principal del sistema sera la reconstruccion de la
glandular mamaria (o porciones de la misma) para realizar estudios que requieran una
correlacion entre la morfologia y la biologia normal y/o neopléstica de la glandula
mamaria.

El sistema desarrollado permite adquirir secciones en baja resoluciéon (1 pixel = 5
um) utilizando microscopia de campo claro o de fluorescencia. Una vez todas las
secciones de un corte (o bloque) han sido adquiridas, el sistema permite la marcacion y
enlace de estructuras de interés (conductos mamarios, capilares, etc.) en las imagenes de
las secciones y el trazado (manual inicialmente) de sus conexiones en las tres
dimensiones, con el fin de crear una reconstruccion topologica de la glandula mamaria.
Finalmente, el sistema permite revisitar areas de interés en alta resolucion (1 pixel = 0.5
um) para realizar el analisis deseado (ver ejemplos citados mas adelante).

El sistema se basa en una arquitectura cliente-servidor en que el cliente solicita
operaciones del servidor, que es una aplicacion indepediente que controla las partes
automatizadas del microscopio (movimientos de la pletina, cambio de filtros de
excitacion fluorescente, apertura/cierre del filtro de bloqueo de excitacion fluorescente,
etc.) y la adquisicion de las imagenes (definicion del tiempo de exposicion, enfoque
automatico del microscopio, adquisicion de secuencias de imdgenes y creacion de una
imagen mosaico correspondiente a toda la seccion, etc.). La comunicacion entre el cliente
y el servidor se realiza a través de sockets, que son el método estandar de comunicacioén
en Internet.

En el lado del cliente, el sistema consiste en una interfaz de usuario gréfica,
implementada en JAVA, que permite acceder a las operaciones basicas proporcionadas
por el servidor y a algunas opciones mas avanzadas, como revisitar y/o re-adquirir areas,
marcando el area deseada sobre una imagen previamente adquirida. El cliente también da
acceso a otras operaciones no relacionadas con la adquisicion de las iméagenes, tales como
crear Casos (series de imagenes relacionadas), afadir una seccidén a un caso existente,
registrar secciones consecutivas, hacer anotaciones sobre las imagenes, marcar y enlazar
estructuras de interés (por ejemplo conductos mamarios) en y entre secciones, etc. Ver

Figura 4.
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Figura 4. (a) Vista de la interfaz de usuario de la aplicacion. La interfaz muestra
dos secciones consecutivas de tejido de glandula mamaria de ratén, adquiridas a
baja resolucion (2.5X) y un area adquirida en alta resolucion (panel derecho) (40X)
a partir de una de las secciones de baja resolucion. (b) Reconstruccion topologica de
un pequeio volumen de glandula mamaria del raton. Las esferas corresponden a
puntos marcados manualmente por el operador en secciones consecutivas. La
reconstruccion esta enlazada con las imagenes originales y con el microscopio.



4.1 Aplicaciones al estudio de los mecanismos de expansidén del Cancer Mamario

El sistema descrito sera utilizado para estudiar los mecanismos de expansion del
Céncer de Mama previos a la invasion. Para ello, se reconstruiran biopsias de tejido con
Carcinoma In Situ, prestando especial atencion a las regiones periféricas de las mismas.
A partir de secciones histologicas H&E se determinara la distribucion del tumor y sus
conexiones (si existen) con conductos morfologicamente y citologicamente normales.
Una vez encontradas las conexiones, se utilizaran secciones FISH intermedias a las H&E
para determinar si dentro de los conductos morfolégicamente “sanos” existen células con
las mismas caracteristicas géneticas que las células de las zonas cancerosas. La presencia
de dichas células y su distribucion pueden darnos informacion sobre los mecanismos de
expansion del Cancer anteriores a la invasion.

Otra aplicacion del sistema en curso es el estudio de la expresion comparativa de
los receptores de Progesterona (RP) y Estrégeno (RE) en el desarrollo de la glandula
mamaria normal y neopléstica. Para ellos se utilizard un procedimiento similar al
utilizado en la aplicacion anterior, pero esa vez utilizando glandula mamaria de raton,
‘muestreada’ en distintas fases de su desarrollo. La comparacion entre el desarrollo
normal y el neopléstico se hard utilizando ratones transgénicos con un imbalance entre
los niveles de expresion de los dos tipos de RP (RPa y RPb) que tienen una
predisposicion natural a desarrollar tumores durante el desarrollo de la glandula. Se
realizard una reconstruccion de las glandulas completas seguidas de la deteccion de la
expresion de los receptores en distintas parts de la misma, con el fin de crear mapas de
expresion comparativa entre las glandulas normales y las neoplasticas. Con ello se
pretender proporcionar algo de luz sobre el papel de las hormonas y sus receptores en el

proceso de aparicion y desarrollo del Cancer de Mama.

5. Conclusiones

En el presente articulo se han presentado una serie de tecnologias de andlisis y
visualizacion tridimensional asi como algunos ejemplos de aplicaciones de las mismas a
estudios sobre el Cancer de Mama. La intencion del mismo ha sido mostrar como dichas
técnicas pueden aportar informacidon cuantitativa y estructural dificilmente obtenible

mediante otros métodos.
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