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RESUMEN

Esta tesis describe un sistema para medir la concentracién de las corrientes i6nicas de
calcio en células del tejido endotelial analizando secuencias de imagenes. Se propone un
método para caracterizar la variabilidad de la concentracion de iones de calcio Ca*y la
forma de las células antes y después de infringir una lesién al tejido endotelial. Las
corrientes ionicas de sodio, potasio y calcio de las células regulan diversos procesos
fisiolégicos como el flujo de la actividad eléctrica en los érganos y la cicatrizacién de
tejidos expuestos a lesiones. El método propuesto ubica el area de la lesidn, segmenta
los nucleos y citoplasma celular en imagenes de fluorescencia, mide la concentracion de
Ca®y el area de los nucleos celulares. Finalmente se analiza la concentracion de calcio
promedio de las células con el algoritmo PageRank de un grupo de células alrededor de
la lesion.

En esta tesis se presentan conceptos previos para un mejor entendimiento sobre el
problema aqui presentado, en el capitulo 2 se conoceran diferentes tipos de
segmentacion, asi como los conceptos de la granulometria digital.

En el capitulo 3 se presenta el algoritmo de PageRank, la triangulacion Delaunay y su
aplicacion del algoritmo a la caracterizacién de células.

En el capitulo 4 se muestran los resultados cuantitativos de la medicion de las
oscilaciones de los niveles de concentracion de Ca* y el area del nucleo en el tiempo
antes y después de la lesidn y la caracterizacidén con el algoritmo de PageRank, este
algoritmo nos ayuda a saber cuales son las células mas importantes alrededor de la
lesidn.






INTRODUCCION

DESCRIPQNEL PROBLEMA

Las corrientes idnicas de sodio, potasio y calcio de las células regulan diversos procesos
fisiolégicos como el flujo de la actividad eléctrica en los érganos y la cicatrizacién de
tejidos expuestos a lesiones. Las células endoteliales (CE) controlan el tono vascular, la
activacion y agregacién plaquetaria y la angiogénesis. La disfuncion endotelial
finalmente resulta en trastornos cardiovasculares severos, como hipertension,
aterosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias y derrames cerebrales, que pueden
causar la muerte del paciente [1].

La restauracion del revestimiento endotelial se puede lograr mediante la activacion de
las células endoteliales vecinas liberadas por inhibicion de contacto y por las células
progenitoras endoteliales circulantes (EPC). La sefalizacién intracelular de Ca* es
esencial para promover la curacion de heridas.

Laidentificacion de ndcleos celulares tefiidos con fluorescencia es la base de la deteccidn
celular, la segmentacion y la extraccién de caracteristicas en experimentos de
microscopia de alto contenido. La morfologia de las células también es uno de los
indicadores esenciales de la variacion de caracteristicas o rasgo observable.

La segmentacidn celular utilizando técnicas de procesamiento digital de imagenes es un
componente fundamental para analizar la informacion que aparece en una secuencia de
video, para después hacer la extraccidén de caracteristicas en funcién de la morfologia
como la delgadez, redondez o su intensidad de Ca?.

MOTIVACION

Un aumento en la concentracidn intracelular de Ca* representa una de las vias de
sefalizacion mas importantes mediante las cuales las CE ejercen su control sofisticado
de la homeostasis cardiovascular, que es el funcionamiento del sistema cardiovascular
se mantiene en un nivel de eficiencia funcional adecuado a las condiciones que cada
conducta requieres [2].

El proceso de analisis de lainformacién tradicionalmente requiere que un experto realice
diversas tareas repetitivas sobre las imagenes que tiene como resultado un proceso
tedioso propenso a errores. Es por esta razon que se desarroll6 un sistema de
procesamiento y analisis de la informacién automatizada que utiliza técnicas de
procesamiento y analisis de imagenes digitales para caracterizar la variabilidad de la
concentracion de calcio en células endoteliales antes y después de una lesion.



En especifico se proponer un algoritmo de deteccion de nucleos celulares en imagenes
microscopicas que detecte regiones de alta luminosidad. Calcular el indice de
variabilidad de la concentracion de calcio en el nucleo calculando el promedio de las
intensidades de los pixeles que representa una célula o conjuntos de ellas.

PREGUNTAS DE INVESTGACION
¢{Como cambia la concentracién de los iones calcio Ca* en las células del tejido endotelial
cuando se infringe una lesion?

Los iones de calcio son utilizados por las células para regular multiples actividades, el
Ca? es utilizado como una sefal intracelular para el control de diferentes procesos, el
mecanismo general de accion del Ca* es el siguiente: cuando las concentraciones del Ca*
citoplasmatico se mantienen en niveles bajos, las células permanecen quiescentes, sin
embargo, cuando esas concentraciones se elevan dichas células se activan para realizar
sus funciones especificas.

iLa concentracion de calcio en las células que permanecen después de la lesion es
diferente con respecto a la distancia del corte?

El incremento de la concentracién de Ca** se realiza predominantemente en las células
que se encuentran mas cerca del area de la lesidon, una vez cargadas las células mas
cercanas el Ca* se sigue regando hacia las células siguientes. Las células con mayor
distancia al area del corte no se cargan del Ca* esparcido en el momento. La distancia
de las células que se cargan con Ca** depende en gran medida del tamario de la lesion.

CONTRIBUCION

Un algoritmo que utiliza un método de segmentacién y seguimiento de células en el
tiempo para describir el comportamiento de las células a través del tiempo y codmo
cambian después de infligir una lesion. También se podra identificar cuales son las
células mas importantes dentro de laimagen con las células que se estén estudiando.

OBJETIVOS

En esta tesis se propone desarrollar un algoritmo de procesamiento digital de imagenes
para caracterizar la variabilidad del indice de calcio en las células del endotelio vascular
con respecto a la distancia de las células a la regidon de lesion. Se evaluaron algunos
métodos matematicos computarizados con la intencién de mejorar la comprension de la
biologia celular de los procesos cardiovasculares. Ademas, se desarrollaron una serie de



métodos de procesamiento de imagenes para mejorar el resultado cuantitativo de los
métodos experimentales existentes en biologia de células endoteliales.

En especifico se disefid un algoritmo de caracterizacion del indice de concentracién de
calcio en secuencias de imagenes del tejido endotelial antes y después de una lesion.

Un algoritmo de deteccion de nucleos celulares en imagenes microscopicas que detecte
regiones de alta luminosidad.

Un algoritmo de busqueda y asignacion de correspondencias de nucleos celulares en
secuencias de imagenes que utilice informacion invariante.

Se calcula el indice de variabilidad de la concentracion de calcio en el nucleo calculando
el promedio de las intensidades de los pixeles que representan una célula o conjuntos de
ellas.

Un algoritmo que detecte automaticamente la imagen correspondiente a la lesion, la
ubicaciony area de la lesion.

Reportarelindice devariabilidad de la concentracién de calcio en el tiempo dependiendo
de la distancia a la lesion y en relacién a la imagen en la que se detecta la lesion.

Un algoritmo para mostrar las células mas importantes alrededor de lesion utilizando el
algoritmo pagerank.



CAPITULO | CONCEPTOS PREVIOS

La biologia moderna es una ciencia cada vez mas cuantitativa con la que se obtienen
conocimientos sobre los procesos biologicos microscopicos y macroscopicos. Se
requiere un enfoque abstracto que utilice estadisticas y modelos para inferir patronesy
tendencias que no se pueden reconocer de manera intuitiva. Las técnicas de microscopia














































































































































































