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MEDIDA DEL LARGO DE CILIAS PRIMARIAS: UN PLUGIN PARA IMAGEJ

Mauricio Ramos (1), Paola Lepanto (2), Florencia Irigoin (3), Federico Lecumberry (4)

(1) Instituto de Ingenieria Eléctrica, Facultad de Ingenieria, Universidad de la Republica / Laboratorio de Procesamiento
de Sefales, Institut Pasteur de Montevideo. Montevideo, Uruguay. (2) Laboratorio de Genética Molecular Humana,
Institut Pasteur Montevideo. Montevideo, Uruguay. (3) Departamento de Histologia y Embriologia, Facultad de
Medicina, Universidad de la Republica / Laboratorio de Genética Molecular Humana, Institut Pasteur Montevideo.
Montevideo, Uruguay. (4) Instituto de Ingenieria Eléctrica, Facultad de Ingenieria, Universidad de la Republica /
Laboratorio de Procesamiento de Sefiales, Institut Pasteur de Montevideo. Montevideo, Uruguay.

Email: mramos@pasteur.edu.uy

Las cilias primarias son organelos que protruyen desde la superficie celular, presentes en la mayoria de las
células de vertebrados que cumplen funciones de recepcion y transduccion de sefiales extracelulares. El
estudio de la funcién de las proteinas asociadas a estos organelos conlleva a la evaluacion rutinaria del largo
ciliar en imagenes de microscopia confocal tanto en organismos enteros como en células en cultivo.
Actualmente estas mediciones son realizadas a mano en proyecciones, resultando una tarea tediosa, subjetiva
y que subestima la medida. Con el fin de sistematizar y acelerar el proceso de medida y generar mejores
estimaciones, hemos desarrollado un método para medir el largo de las cilias primarias en 3D. Tomando
como punto de partida un stack de imagenes de microscopia confocal deconvolucionado, desarrollamos un
algoritmo que identifica cada cilia y mide su largo. El procedimiento incluye una convolucién gaussiana,
calculo del esqueleto y ajuste a una curva 3D para extrapolacion. La Figura 1 muestra el diagrama de bloques
del algoritmo propuesto. La Identificacion de cilias consiste en contar el nimero de objetos 3D que
satisfacen ciertas restricciones de volumen y valores de intensidad, para ello sobre un stack de imagenes se
aplica el plugin 3D Objects Counter [1] de ImageJ. En los sectores del stack original donde se detectaron las
posibles cilias, el bloque Reslice y Blurring Gaussiano aplica una interpolacion en la direcciéon z y un
blurring gaussiano isotropico, respectivamente, lo cual permite corregir la asimetria presente en la resolucion
del plano xy con respecto a la direccion z. EI Calculo del esqueleto sobre cada cilia se realiza utilizando los
plugins Skeletonize 3D y AnalyzeSkeleton [2, 3] de Fiji. Estos Gltimos trabajan sobre la imagen binaria de la
cilia. En general el esqueleto que inicialmente se computa presenta varias ramificaciones. AnalyzeSkeleton
releva todas las uniones y ramas del esqueleto, efectia un podado y permite obtener "the largest shortest
path" como el esqueleto de interés. Por definicion, el esqueleto encontrado anteriormente no permite llegar
completamente a los extremos de la cilia ademas de presentar ciertas irregularidades en su trayectoria. Para
solucionar estos inconvenientes se ajusta sobre el esqueleto una curva 3D y se efectla una extrapolacion con
polinomios de bajo orden (no mayor a 3) hasta llegar a los extremos de la cilia definida por la imagen binaria
ya mencionada. La Figura 2 muestra el resultado del ajuste sobre una cilia .Con el ajuste del esqueleto
completo se mide el largo del mismo utilizando la distancia euclidea y se adjudica a la cilia correspondiente.
Una vez finalizado el proceso sobre todas las cilias del stack se devuelven los datos de los largos al usuario.
El algoritmo fue evaluado sobre una base de datos de 1200 cilias sinténticas, las cuales fueron generadas
simulando el proceso de adquisicion. Se calcularon los largos y se compararon con los reales con y sin la
curva de extrapolacion, los resultados se muestran en la Figura 3. También se efectud una evaluacion sobre
un conjunto real de 145 cilias, cuyas proyecciones sobre el plano horizontal fueron medidas por un usuario y
consideradas como el largo de las cilias. El algoritmo detectd 96 cilias del conjunto de 145 y 7 falsos
positivos, se calcularon las diferencias entre los largos obtenidos con el algoritmo y los aportados por el
usuario obteniendo los resultados de la Figura 4. La evaluacion cualitativa realizada por los usuarios muestra
que el ajuste del esqueleto es adecuado. Una evaluacion cuantitativa usando datos simulados produce un
error relativo medio inferior al 5% (300 nm). Mientras que usando datos reales se obtuvo una diferencia
relativa media respecto al largo medido por usuario de 16.5% (460 nnm) por exceso. Esta tendencia es
esperable dada las posibles inclinaciones de las cilias en 3D medidas por algoritmo, respecto a sus
proyecciones horizontales medidas por usuario. Dada la magnificacion usada el error cometido esta en el
orden de dos pixeles. El valor de dicha diferencia es compatible con la resolucion vertical disponible en las
imagenes. En resumen, desarrollamos e implementamos un algoritmo como plugin ImageJ/Fiji que mide el
largo de cilias primarias. Realizamos ademas, una primera validacion y encontramos que el procedimiento
propuesto permite obtener resultados similares a los que obtendria un usuario experimentado. El tiempo de
procesamiento es de unos pocos segundos, lo cual permite acelerar y sistematizar la medida de los largos. En
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futuras versiones el resultado serd devuelto al usuario para validarlo y efectuar manualmente ajustes en las
medidas.
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Figura 1: Diagrama de bloques del sistema propuesto.
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Figura 3: Histograma de errores en micrometros.
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Figura 2: Deteccion de cilias y ajuste de esqueleto.

Figura 4: Histograma de diferencia entre largos de
algoritmo y usuario.



