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EL PROCEEAMIENTO DE IMAGENEB EN EL MAL DE PAREKINSON
Dr. Gabriel CORKIDI B.
Centro de Instrumentos UNAM.
REBUMEN
Se desarrolld un sistema de procesamiento digital de
imdgenes, especificamente concebide para el andlisis
interactivo de preparaciones histolégicas, basado an una
inovadora metodologia de anilisis semi-automatico de
preparaciones de dimensicnes macroscépicas (6.4 x 6.4 cm).
r-in

Esta metodologia permite combinar en tiempo real las
£ informaciones macroscdépicas (por ejemplo las zonas de
interés) con el andlisis a alta amplificacidén. El programa
generaliza estos conceptos a las funciones tales como el
contec de objetes, la morfometria y la medida de densidad
éptica (aplicacién en histoautoradiografia).

El sistema permite la edicidén de documentos
cartogrdficos de alta resolucidn, la sintesis de imagenes
paramétricas, y la creacidén de archivos de resultados.

En este trabajo, la evaluacién del sistema fue
realizada en una aplicacién particular: estudio comparativo
de diversos tipos de neuronas dopamindrgicas del mesencéfalo
ventral humano normal y patoldgico (enfermedad de
Parkinson). Este estudio nos permitié cuantificar vy
localizar las neuronas preferencialmente lesionadas en
diferentes regiones neurcanatémicas en al sujeto
parkinsoniano. Se hizo notar en el curso de este estudio,

' gue un nuevo parametro pareceria estar correlacionado con la
muerte de estas neurconas: la orientacién de los cuerpos
neuronales en la substancia nigra.
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Este trabajo fué realizado en la Sociedad BIOCOM (Les
Ulis, FRANCE) en estrecha colaboracidn con la Unidad 289 del
INSERM ({Institut de Santé et de Recherche Médicale, Paris,
FRANCE) .

INTRODUCCION

| Dentro del contexto de las afecciones del sistema
nervioso central en el hombra, las enfermadades
degenerativas conatituyen un verdadero problema social, dada
su frecuencia de aparicién (enfermedad de Alzeimer 2.5/1000;
: enfermedad de Parkinson 1.5/1000: esclerosis lateral
i: amiotréfica  6/100000, etc). Estas enfermedades son
i
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particularmente preocupantes dada su evolucidén progresiva e
inexorable, dada la ausencia de una terapia sintomatica (con
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excepcién de la L-Dopa en el caso de la enfermedad de
Parkinson), y de la invalidacién motora y/o intelectual gque
éstas producen. Las consecuencias soclales de estas
enfermedades son de gran importancia, por lo que actualmente
un gran esfuerze de investigacién biomédica se realiza
dentrc de este contexte. Sin embargo, la descripcidn precisa
de las lesiones cerabralas en estas enfermedades
degenerativas es aun incompleta, su causa es desconocida.

La etiologia de estas enfermedades es hoy una gran
tncognita. La investigacidén bdsica a este respecto se apoya
badsicamente en técnicas histoldgicas, es decir, en el
estudio microacépico de cortes de cerebre humane s nanera de
detectar los parimetros gue podrian conllevar a 1la

comprensidén de la muerte nauronal en estas enfermedadas -
degenerativas.

El Procesamiento Digital de Imdgenes clasico dentro del
contexto de la citologia ha contribuido considerablemente a
la automatizacién del ansdlisis dea una preparacién (por ¥
ejemplo de un frottis, conteo de globulos, atc). En efecto,
la relativa simplicidad de las imdgenes hematolégicas que
musstran elementos celulares bien saparados, parmitie 1la
axpansidn de sistemas totalmenta automdticos, sin embargo 1la
discriminacidén de artefactos y de ruide sigue siendo un gran

problema que introduce una cantidad importante de "falsos
positivos" (PRESTON, 1980),

La complejidad de las preparaciones histolégicas y de
las necesidades dentro de ese campo, explican la aplicacién
relativamente limitada de técnicas automatizadas para el
diagndéstico en anatomopatologia. En efecto, el analisis
automdtico de preparaciones histolégicas presenta diversas »
dificultades. La informacion de diagndstico de un corte »
histolégico se presenta a dos niveles: a nivel de la
estructura del tejido, y a nivel de la célula misma. El
andlisis de un corte histolégice requiere entdénces de 1la
exploracidn a alta resolucién espacial (analisis celular) de
una superficie importante del corte (analisis de contexto,
estructura del tejido). Hoy en dia no existe todavia una g
selucion general al problema de la automatizacicn total del
analisis en histologia (PRESTON, BARTELS, 1988B).

Desde hace mds de 20 afios, diferentes autoraes han
intentado wutilizar el procesamiento digital de imdgenes
(PDI) para aligerar la carga del operador. En efecto, el
histdlogo se confronta cliasicamente a 5 problemas:

- La gestidén de cambios de sscala: a baja amplificacidén no
se wven los detalles, a fuerte amplificacién se pierda la
nocion de contaxto, de estructura y de posiclion.

-
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- La cuantificacién: es decir, la nedida objetiva de clertos
pardmetros inaccesibles al ojo Y al carebro humano (densidad
luminosa, pardmetros morfométricos, espectro de color, etc).

- Bl andlisis repetitivo da ciertas oparacioneg fastidicsas

(contar todas las células de un tipo dado en uno o varios
corten).

-~ La correlacidn de informacidn de imdgenes ds origenes
diferentes. Por ejemplo, una imagen en contraste de fase ¥
su imagen correspondiente en fluorescencia.

= La restitueidn clara y sintética de esa informacidn, por
ejemple en forma de mapas o representaclones mas
sofisticadas (imdgenes de sintesis).

Para que wun gsistema de PDI pueda alcanzar esos
objetives, varios problemas deben de tomarse en cuenta:

a) La adquisicidn des contexte y de detalle de un corte a
expleorar.

= i en, el transcurso de la exploracidén a
baja y alta amplificacién, La variedad da patrones celulares
en un corte, hace imposible una exploracidén regional pracisa
(zcnas de interds). En afecte, durante la axploracidn a alta
amplificacidén, el observador tiende a derivar Yy a perder el
conocimiento de su posicién. La variacién de patrones en el
interior de un corte son ganaralmante prograesives y =l

observador puede pasar de una regidén a otra sin siquiera
darse cuanta.

- Andlisis en las zonas de interds contenidas o no dentro de
un campo microscdpico. Los elementos constitutives de un
tejido no estin repartidos aleatoriamente, sino gque estdn
agrupados en estructuras conocidas. Esto guiere decir gue el
andlisis no se hace sin tener en cusnta la informacién de
contexto (gue estd generalmente repartida en varios campos
microscépices), es decir, informaciones topogr&ficas
macroscopicas gue constituyen el tejido y que son deteactadas
a baja amplificacién. El interés de combinar esas
informaciones de contexto fué demestrado por la primara vez
por BISCONTE et al., (1968,1974) para el andlisis
autoradiografico del sistema nervioso - central, ¥
generalizado por ALBE et al., (1982,1984).

= Contec v medida de obietos, El anadlisis cuantitativo de
manera visual en un campo dado es complicado Bl los objetos
son cuanticsos y variados. Su contdo puede ser facilltado
con la ayuda de una reticula integrada en el microscopie.
Los limites estdn dados por la fatliga del observador Y por
la lentitud del proceso si al contdo Yy la medida deben
realizarse sobre varios campos y acumular,

L
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: Fig. 2 Cartograffa de ncurnnas con neuromelanina (NMT) :
i ; _en sujeto parkinsoniano.
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Fig. 3 “Localizacién del campo de visualizacién en alta amplilicacion,
con la ayuda de la cartogralfa completa de la preparacion.,
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- Regresp a una direccidn X,Y. Durante la exploracién de un
certa, el obsarvador puede reguarlr da encontrar un campo
muy preciso. La posicién de la platina dsl microscopio y da
las caracteristicas opticas deben memorizarse.
Tradicionalmente, las graduaciones de la platina y notas

tomadas manualmente por el operador, responden en parte a i
este problema,

- Correccién de ejes ¢ptigos. MNotemos igualmente gue loe
objetives del microscopie no tienen exactamente los mismos
ejes o¢pticos, lo gque produce gue al cambic de escala, las
imdgenes no estén en completa correspondencia.

b) Correspondencia de la topografia de uno o varies cortes
(sobreposicidn de informaciones).

En el caso de la autoradiografia por ejemplo, o de la L
utilizacién de detectores nucleares o© bilen de un corte
analizado después de dos tinciones sucesivas, es necesario »
hacer corresponder topograficamente las informaciones
detectadas sucesivamente. Este caso existe tamblén cuando 2
cortes seriados llevan informaciones de origen diferente y .
gue deben ser comparadas. Se pueden distinguir 3 casos:

= la _misma preparacitn es procesada 1, 2 vecea y gua debe
ser analizada 1, 2 veces ma&s. Este problema se reduce a
poder regresar a la misma direccldén X, Y. Casou tiplcoe de 1la
autoradiografia por emulsién ligquida, en la cual primero se
revela para analizar los granos de plata, luego se tife para
analizar esas células,

- La misma preparacion con detector separado, Caso de cortes
finos y de films fotografices sobrepuestos durante el tiempo
de exposicidén. Por definicidn, la coherencia geométrica esta
garantizada. Sin embargo, 1la disociacion de los dos '

elementos requiere de un método simple de sobreposicién de : L]
informaciones.

= Sobreposicion _de 2 preparaciones geopétricamente
diferentes. Es el caso de 2 cortes adyacentes gue a priori
son idénticos al menos al nivel de 1los dos planos
resultantes del corte. En realidad existen distorsiones y
rotacicnes inherentes a la fase de corte y preparacién. La
scbreposicién de informaciones resulta dificil ya que

implica correcciones geométricas complejas ligadas a las
distorsicnes,

»
L
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REBULTADOB

Desarrollamos un programa gue toma en cusnta los 5
problemas principales con los que el histdélogo se confronta.
Este programa permite, a baja amplificacién, de definir
regiones anatémicas precisas (regiones de interdés), en
sobreposicién a la imédgen digital de una preparacién
histoldgica de gran tamafio (6.4 x 6.4 cm), De la misma
manera, a alta amplificacién, las células u otros
constituyentes biclégicos presentes en la preparacidén son
designados o dibujados por el operador. El sistema analiza
los diferentes elementos, Ya sea el contéo o el cdlculo de
sus parémetros morfométricos y fotométricos, Y esto en
referencia a las regiones de interés determinadas a baja
amplificacién (Fig. 1).

Todo desplazamiento de 1la platina del microscopio
- provoca, scbre la pantalla de ohsarvacién, el refrescadoe da
las marcas en sobreposicion a la nueva imagen. De esta
| manera, la marca representativa de un objete o regién queda
I siempre superpuesta a ese objeto independientemente de su
posicién en el total de 1la preparacidn. AdemaAs, el campo
visualizado a alta amplificacién puede mer localizado con
respecto al conjunto de la preparacién por medio de un mapa

|
i topografico desplegado en la pantalla de observacién (Fig.
, 3).

APLICACION AL ESTUDIO FTISIOPATOLOGICO
DE LA ENFERMEDAD DE PARKINBON

Existe en el mesencéfalo ventral humano diversos tipos
e de neuronas caracterizadas por un contenido nauroguimico, de
o formas diferentes y con localizaciones variadas (HIRSCH,

1987). El estudio elaborado con la ayuda de este sistema fue
realizado en una serle de cortes adyacentes de mesencéfalo
humano. Los cortes "control® y "patoldgico® fueron escogidos
2 niveles idénticos segin el eje rostro-caudal del
mesancéfalo, al nivel del nacimiento del cruce del brachium
conjuntivum.

Para cada sujeto, un corte fue tefiide por un método
inmuno-histoquimico con la ayuda de un anticuerpe anti-
tyrosina hidroxilasa. Este método puso en evidencia 1la

enzima de biosintesis de las catecolaminas (células llamadas
TH+}I-

Los cortes adyacentes fueron tratados con una tincién
histolégica clasica: hemateina-eosina, que aumenta el
contraste de lae neuronas catecolaminérgicas que contienen
neuromelanina (células llamadas NM+).
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Con la ayuda de este sistema, se trazaron
cartografias que se muestran en la Fig. 2. En astas figu A
se pueda constatar que el nimero de neuronas
catecolaminérgicas (TH+) en 1la substancia nigra, ha
disminuido en el sujeto parkinsoniano. Ademas, aparece que
la desaparicién es mis importante para las neuronas
melanisadas que para las que no lo son. Esto suglers que la
enfermedad de Parkinson afecta de manera preferancial 'ans

neurcnas catecolaminérgicas de neuromelanina (HIRSCH et ~!,
1988).

Con estos datos, creamcs con nuestro sistema las

imidgenes paramétricas de densidad espacial gue muastra la

Fig. 4. En estas imidgenes de sintesis, el nivel de gris

ela corresponde a la densidad espacial de las neuronas. Se puede

' observar aqui que la reparticién de neuronas restantes en el

€ corte patolégico no es homogénea, sugiriendo una
preservacion preferencial en subregiones neuroanatémicas.

Esto parece indicar que la melinizacién o la no
_ melinizacién de las neuronas no es el unico factor que
; contribuye a la muerte neuronal. HNumerosas preguntas se
' formulan: la cantidad de neuromelanina en cada neurona es un
factor determinante ? La zonas de proyeccién de esas
neuronas tiene gque ver con la muerte neurcnal 7 Su tamaho,
forma, orientacion estan en relacién con la vulnerabilidad
preferencial ? Existe wuna substancia quimica téxica
expresandose mids en una poblacién de neuronas gue en otra ?
. © bien una substancia neurotrdpica protegeria mas a una
| poeblacién que a otra ?

contestar algunas de esas preguntas, llevamos a cabo un
estudio morfométrico de las neurcnas de la substancia nigra.
Se calculd para cada neurcha: superficle, perimetro, factor
de forma, diametro equivalente, diAmetros de Ferét y sus
orientaciones..Sdlo los histogramas representativos de los
parametros de orientacién del cuerpo celular muestran una
diferencia significativa Fig. 5. En efecto, en el sujeto
control, se observan dos clases de neuronas: aquellas
teniendo una orientacién comprendida entre 40 y 120 grados
(mas bien verticales), y aquellas teniendo la orientacién
complementaria (m&s bien horjzontales). La clare de neurconas
verticales tiende a desaparecer de manera significativa en

i ' el sujeto parkinsoniano (por un factor de 2) (CORKIDI,
1989).

Para encontrar un posible camino que nos lleve a
i;

La orientacidén de las neuronas podria explicar, par su
lugar de proyeccién, que el fendmeno patoldgico primarioe
tenga su origen en diferentes lugares del cuerpo estriade 7
La clase presefrvada preferencialmente corresponda
£3 topograficamente con las neuronas TH+NM- (preferencialmente
e preservadas en el sujeto parkinsoniano) ?
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n B 10HED :

Estca resultades praeliminares del estudio comparative
entre un sujeto control y un sujeto parkinsoniano abre el
caminc hacia un estudie mas completo &n busca de la
confirmacion estadistica de esta nuava constatacién.
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DESCRIFCION DE DOS METODOS PARA LA  DETECCION DE  ESPIGAS
EPILEPTICAS:
l.= siamifi1cado de la actividad idnica en i toggnesi1 g, —

Aungue muchas formas de epilepsia exhiben similaridades en el
fenémeno del EEG, sus bases quimicas son diferentes.

Muchos i1nvestigadores han demostrado’ qQue al acurri- la
actividad del ataque ocurre un incremento en la concentracién de K'
#n o] fluido extracelular y tambi#n una disminucion de la
concentracién de Ca'’ (5). Estos hallazgos fueron obtenidos usando
varios métodos de inducir el ataque epiléptico.

El cigrnificadns de esta actividad idnica en epileptogénesis, es
la razon por la cual estos autores seleccionaron un método para dar
el "aviso" de este "detector" de un atague de epilepsia (10).

For lo tanto, vemos que la actividad ionica referida a la

transicion de eventos ictales, parece que es un factor comin en los
diferentez tipos de ataques.

Metodn weadn en este = ema,— El sistema disedadn por
Fobilland, fué modificade para utilizaree en este trabajn de

investigacian (i), Fl sistema se basa fundamentalmente en el  usn




