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Resumen

El diseiio de matrices poliméricas altamente porosas para su aplicacion en ingenieria de tejidos se ha
focalizado en la obtencion de materiales con un conjunto propiedades adecuadas para promover una
respuesta bioldgica especifica para cada tipo de célula, tejido y aplicacion. Es por ello que la
caracterizacion y cuantificacion de las propiedades morfologicas de estos andamios poliméricos resultan
necesarias para su correlacion con las propiedades mecdnicas y/o biologicas.

Este trabajo propone el uso de la funcion granulométrica de tamarios, obtenida a partir las imdgenes, para
desarrollar algoritmos que asistan a los especialistas en la caracterizacion de la forma, el tamario, la
densidad de ocupacion y la orientacion de los soportes. Los resultados muestran que el andlisis de los
momentos de esta funcion permite realizar una muy buena caracterizacion de las imdgenes.

Palabras Clave Procesamiento Digital de Imdgenes, Morfologia Matemadtica, Ingenieria de Tejidos,
Polimeros Biomédicos.

Introduccion

La ingenieria de tejidos constituye actualmente una de las dreas de investigaciéon
multi e interdisciplinarias mds atractivas. Entre otros componentes fundamentales, la
ingenieria de tejidos requiere biomateriales especificos, tales como andamiajes o matrices
extracelulares artificiales altamente porosas, con capacidad para estimular las funciones
celulares de adhesion, migracion, crecimiento, diferenciacion y organizacion de tejidos [1].
Los factores que gobiernan las propiedades de las matrices son complejos e incluyen la
composiciéon quimica, arquitectura espacial, propiedades mecdnicas y superficiales,
degradacion y composicion de los componentes bioldgicos y el cambio de estos factores
con el tiempo. Las matrices deben proporcionar inicialmente propiedades mecdnicas
adecuadas para sustituir la funcién mecdanicas del tejido dafiado. Ademas la arquitectura de
la matriz tiene que permitir la fijacion celular y posterior migracion dentro de la matriz,
transferencia de masa de metabolitos y suficiente espacio para el desarrollo de un sistema
de vascularizacion y remodelacion de la matriz de tejido organizado.

Por lo tanto, la caracterizacion y cuantificacion de la microestructura porosa interna
de matriz polimérica, la relacion drea superficial/volumen, la distribucién espacial, el grado
de interconectividad y otras propiedades morfoldgicas de los andamios poliméricos resulta
de importancia para la interpretacion de la respuesta bioldgica in vitro e in vivo del tejido en
crecimiento.

Convencionalmente, el andlisis de formas se realiza a partir de imdgenes binarias.
Se utilizan indicadores que miden el drea de objeto, su perimetro, el radio de un circulo con
igual drea, factor de redondez, entropia, la curvatura, el esqueleto. Sin embargo, la
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variabilidad de las caracteristicas de las imdgenes biomédicas en niveles de gris muchas
veces impide obtener una imagen binaria con figuras que se correspondan con los objetos
de interés de cada tipo de imagen [2]-[4]. A diferencia de las técnicas estdndar, las técnicas
morfoldgicas estdn basadas en conceptos de geometria, dlgebra, topologia y teoria de
conjuntos, con el fin de caracterizar propiedades estructurales en iméagenes [5]-[10]. La idea
central de estas técnicas es examinar las estructuras geométricas en una imagen por
superposicion con pequefios patrones localizados cuya forma depende de las formas de los
componentes de las imdgenes y de la informacién que se desee obtener a partir de las
imagenes. La morfologia matemdtica proporciona soluciones satisfactorias para el anélisis
de formas. De todas las técnicas de andlisis que posee la morfologia matemadtica, la
herramienta mds adecuada para discriminar las formas y la estadistica de su presencia en las
imagenes, tanto binarias como en niveles de gris, es la funcién granulométrica de tamafios
[11]-[13].

El objetivo de este trabajo consiste en el desarrollo de algoritmos que permitan
realizar una correcta caracterizacion y cuantificacién de la forma, inclinacion y tamafio de
los componentes bioldgicos; asi como también de la distribucion y estadistica de estas
caracteristicas en las diferentes imagenes [14]-[16].

En esta etapa preeliminar, se propone el cdlculo de la funcién granulométrica de
tamafos directamente a las imagenes en niveles de gris con elementos estructurantes de
diversas formas y tamafos y el posterior andlisis de sus pardmetros con el fin de obtener
caracteristicos que permitan caracterizar las imdgenes de acuerdo al numero, forma y
orientacion de los componentes de las imadgenes. Esta técnica fue aplicada a otros campos
de estudios obteniendo resultados sumamente satisfactorios [17],[18].

Elementos del Trabajo y Metodologia
1- Materiales

Para realizar este estudio se procesaron 136 imdagenes de matrices poliméricas de
poli(dcido L-lactico) (PLA2002D Natureworks) obtenidas a partir de la técnica de
electrospinning. La técnica de electrospinning resulta muy versatil y atractiva para la
preparacion de matrices con morfologia nanofibrosa y ofrece una oportunidad para
manipular y controlar el drea superficial, didmetro de fibra, porosidad y tamafio de poro de
las matrices preparadas (ver Fig. 1). Se obtuvieron distintas morfologias variando las
propiedades intrinsecas de la solucién polimérica (solvente DMF:MC = 75:25 y 60:40;
concentracion, C (% m/V) = 15, 10) y los parametros del procesamiento (tension aplicada,
V (kV) = 10, 12, 15; distancia aguja — placa colectora, d (cm) = 10, 12, 15; velocidad de
flujo de la solucidn, f (ml/h) = 1, 2). La evaluacién de la microestructura de los distintos
materiales obtenidos variando la composicidn y los pardmetros de procesamiento se llevd a
cabo mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) (JEOL Modelo JSM-6460LV,
Laboratorio de Microscopia, UNMdAP).
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Figura 1: Micrografias de SEM de matrices poliméricas obtenidas con la técnica de electrospinning
(Magnificacién: 1000X y 3000X).

2- Morfologia Matemdtica aplicada a imdgenes binarias

En esta seccién se describen los diferentes operadores utilizados para procesar las
imagenes. Como se menciond en la introduccion, se utilizard la morfologia matematica por
presentar resultados satisfactorios en este tipo de andlisis. Las operaciones bdsicas de la
morfologia binaria son la erosion y dilatacién. Estas operaciones comparan subconjuntos de
la imagen binaria con un elemento patrén denominado elemento estructurante. El elemento
estructurante es trasladado recorriendo de esta manera la imagen completa [4]-[9].

Formalmente, la erosion de un conjunto A por un elemento estructurante E se define
como:

ABE(x)={xe A:E, C A} (1)

donde E, representa la traslacion del conjunto E en x. El resultado de la erosién es una
imagen binaria, donde los pixeles son blancos si el elemento estructurante queda incluido
dentro del subconjunto de la imagen analizada y negros en caso contrario.

Andlogamente, la dilatacion de A por el elemento estructurante E se define como:

A®E(X)={xe A:E,NA+Q} 2)

En la dilatacién se asigna un pixel blanco si existe al menos un pixel de interseccion
entre el subconjunto de la imagen original y el elemento estructurante desplazado y un pixel
negro cuando la interseccion es vacia. La dilatacion es una operacion de expansion mientras
que la erosion es una operacion de contraccion.

A partir de estas operaciones bdsicas se definen nuevos operadores morfologicos. Por
ejemplo la apertura se define como la erosion seguida de una dilatacion, esto es:

AcE(x)=(AGE)® E 3)
La cerradura se define como la dilatacion seguida de una erosion, esto es:

A E(x)=(A®E)®E “4)
A partir de estos operadores se define la granulometria, que es una herramienta que

proporciona la morfologia matematica, para la caracterizacion de formas y tamafios de los
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objetos presentes en una imagen. Dada la familia Q que surge de la aplicacion de sucesivas
aperturas con elementos estructurantes de tamafios crecientes, se define con el nombre de
funcién de distribucidén granulométrica de tamafios a:

Q(ACE,)
Q(A)

G =1- (&)

Donde Q2 es una medida de la imagen resultante que para el caso de las imdgenes binarias
resulta ser el drea.

3- Morfologia Matemdtica aplicada a imdgenes en niveles de gris

Al igual que en la morfologia matemédtica para imagenes binarias, las operaciones
morfoldgicas bdsicas para imdgenes en niveles de gris son la erosion y la dilatacion [8]-
[10].

Dadas dos imdgenes f, g se define la erosiéon de la imagen f por el elemento
estructurante g como:

fOg(s,)=min, . {f(s+xt+y)-g(xy)} (6)

(s¥x,1+y)eDf

Para cada pixel de la imagen, la operacion erosion se define como la diferencia minima
entre las intensidades del elemento estructurante desplazado y las intensidades
correspondientes de la imagen original.

Andlogamente, la dilatacién de la imagen f por el elemento estructurante g se define
como:

f@®g(s.t)=max ., {fs—xt—y)+g(xy)} (7

(s=x,t=y)eDf

La dilatacion de cada pixel de la imagen se define como el médximo valor de la suma
entre las intensidades del subconjunto de la imagen original y las intensidades
correspondientes del elemento estructurante.

El operador apertura y la granulometria para imagenes en niveles de gris se definen
de manera andloga a los operadores binarios [14]-[15].

Para determinar la granulometria se realizan aperturas sucesivas a la imagen
original con elementos estructurantes crecientes. Luego se calcula una medida para cada
apertura realizada que, para el caso de las imdgenes en grises, es el volumen resultante
luego de aplicar la operacion. Este resultado es normalizado respecto a la imagen original.
La siguiente ecuacion describe esta funcion.

Q(ACE,) ®
Q(A)

Una vez calculada la funcién granulométrica de tamaios, que es en realidad una funcion de

distribucién de probabilidad, se calcularon el valor medio, el desvi6 estdndar y la energia de

esta funcion. Estos valores se utilizaron como estadisticos de las imdgenes.

G(A)=1-
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Con el objetivo de obtener una funcidn invariante con el brillo de la imagen, se calcul6 una
Funcién Granulométrica de Tamafios Normalizada (FGTN) (ver Ec. 9). Esta funcién
normaliza la granulometria utilizando el volumen determinado con el mayor elemento
estructurante (Ey). Derivando esta funcidon se puede obtener una funcién de densidad de
probabilidades, donde su valor maximo indicara el elemento estructurante mas encontrado.
En estas imdgenes este dato puede no ajustarse a los elementos buscados debido al gran
nimero de componentes irrelevantes que normalmente existen en la imagen, es por ello que
se debe analizar la estadistica de la funcién completa a fin de tener datos mds exactos para
realizar la posterior cuantificacion.

Q(AE,)-Q(AcE,)

= o E,) )
4- Diferentes etapas del procesamiento de las imdgenes
. Paso 1: Se aplicé a las imagenes de prueba un filtro mediana con una ventana de
3x3 para eliminar el ruido presente en ellas.
. Paso 2: Se determiné la Funcién Granulométrica de Tamafios Normalizada (FGTN)

para la imagen en niveles de gris completa, sin binarizar, para obtener una funcién de
distribucién de probabilidades normalizada e invariante ante posibles cambios en el brillo
(iluminacién) de las imdgenes. Esta funcién se determind para diferentes elementos
estructurantes dependiendo de los objetos de interés. Se le aplicaron elementos cuadrados,
redondos y lineales con inclinacién de 0° a 180° de a 10°. Estos elementos se eligieron
debido a que se corresponden con las formas de las nanofibras.

. Paso 3: Se obtuvieron los primeros tres momentos de la FGTN (valor medio, desvio
estdndar y entropia). Estos momentos son los caracteristicos de las formas presentes en la
imagen.

. Paso 4: Finalmente, se analiz6 la variacién de estos momentos para las distintas
caracteristicas morfologicas de las imagenes. Las caracteristicas evaluadas en este trabajo
fueron el grado de ocupacidén, la inclinacién, la distribucidon espacial y grosor de los
polimeros. Para validar este andlisis, se determinaron las caracteristicas morfoldgicas con
ayuda del experto y de manera manual y posteriormente se las compard con los momentos
obtenidos a partir de la FGTN.

Resultados
A-  Eleccion de la resolucion de las imdgenes.

Se determiné la FGTN y sus respectivos momentos para 82 imédgenes de matrices
adquiridas con magnificacién 3000X. Los momentos calculados no mostraron una relacién
directa con las diversas caracteristicas morfoldgicas de los soportes.

Por otro lado, se procesaron 54 imédgenes de diversas matrices adquiridas utilizando
una magnificaciéon de 1000X. En estas imdgenes los momentos caracterizaron fielmente
diversos pardmetros y posteriormente contribuyeron en la caracterizacién de la morfologia
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de las matrices. A continuacion se muestran solamente los resultados obtenidos con
magnificacion 1000X.

B-  Definicion de los pardmetros de la FGTN.

Uno de los pardmetros que es necesario definir para calcular la FGTN es el tamafio
maximo del elemento estructurante que se utiliza para realizar las aperturas morfoldgicas.
La definiciéon de este pardmetro debe tener en cuenta tanto el costo computacional del
algoritmo que la utiliza, como que los momentos de la FGTN puedan realizar una buena
caracterizacion de la morfologia de las imdgenes. Para definirlo se determiné la FGTN para
un tamarfio final, N, utilizando diferentes valores. En primer lugar se utilizaron valores de N
fijos y en segundo lugar valores de N variables respecto de las dimensiones de la imagen.
Un tamafio final, N, fijo, no permiti6 comparar satisfactoriamente las distintas morfologias
de las imagenes, posiblemente debido a que muchas veces el tamafio de las imdgenes varia.
Por otro lado, cuando se utilizaron valores de N dependientes de la dimensiones de la
imagen pero de magnitud mucho menor que los tamafios de las nanofibras, los momentos
resultantes no reflejaron las diferentes morfologias. De todos los demds valores propuestos
para N, que permitieron una correcta caracterizacion de la morfologia, se eligi6 el menor N,
con el fin de disminuir el costo computacional. El valor elegido fue la cuarta parte del alto
de la imagen.

Para determinar la FGTN también hay que definir un método que permita evitar que
el borde de las imagenes de lugar a FGTN erréneas o no representativas de las diferentes
imégenes. Esto se debe a que en los pixeles del borde de la imagen no se pueden determinar
los diferentes operadores morfoldgicos, ya que el elemento estructurante en estos pixeles
queda fuera de las dimensiones de las imagenes. En consecuencia es necesario definir que
se hace en esta situacion. Una de las técnicas para evitarlo es extender la imagen original.
Para extenderla se puede reflejar o copiar el borde de la imagen. Como las nanofibras estdn
orientados esto da lugar a orientaciones no existentes, y como la orientaciéon es una
caracteristica a cuantificar, no se puede utilizar esta técnica. También es posible colocar
255 cuando se erosiona la imagen y O cuando se la dilata. Este método tiene la ventaja, que
los valores de los pixeles del borde agregados a la imagen no influyen en el cédlculo de la
apertura. Esta dltima técnica fue la elegida obteniendo muy buenos resultados.

Por otro lado, todos los momentos obtenidos utilizando el elemento cuadrado no
permitieron obtener ninguna caracteristica morfolégica. Tampoco el desvié estdndar y la
energia presentaron variaciones significativas en las imdgenes de prueba analizadas, y es
por ellos que no fueron de utilizada en el andlisis de este trabajo y con este tipo de
imégenes.

C-  Variacion del grado de ocupacion con los momentos de la FGTN.

La magnitud del valor medio de la FGTN estd relacionada analiticamente con la
presencia de los objetos de interés, que en este caso son nanofibras poliméricas, es decir
que se relaciona con el grado de ocupacién de la imagen.

Para comparar estas caracteristicas, se obtuvo una imagen binaria con la ayuda del
experto y se determind a partir de ella el drea y el grado de ocupacién. Por otro lado se
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determiné el menor valor medio minimo y el valor medio promedio encontrado para cada
imagen utilizando elementos estructurantes lineales en las 18 direcciones propuestas.

La Fig. 2 muestra la relacion entre el valor medio lineal minimo y el valor medio
lineal promedio determinados utilizando el algoritmo propuesto para algunas imagenes y el
grado de ocupacion de las nanofibras presentes en cada imagen, definido previamente con
la asistencia del experto. Como se puede observar en la figura, el valor medio disminuyé
con el grado de ocupacién y esta relacion es lineal solo para el promedio de los valores
medios determinados en todas las direcciones. El andlisis de las imdgenes mostrd que la
FGTN presenté este comportamiento en todas las imédgenes procesadas. En una etapa
posterior, se podria utilizar esta informacion para determinar la ocupacion directamente con
los momentos de la FGTN.

La Fig. 3 muestra los valores medios correspondientes imdgenes con pocas
nanofibras y otras como mayor cantidad. En esta figura también se puede observar que a
mayor porcentaje de ocupacion menor valor medio de la FGTN. La Fig. 4 muestra las
imdgenes correspondientes al grafico de la Fig. 3.

Variacion del valor minimo con el grado de ocupacion
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Figura 2: Variacion del valor medio respecto del grado de ocupacién de las nanofibras
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Figura 4: Micrograffas SEM correspondientes al grafico de la figura 3: a) varias nanofibras no orientadas
preferencialmente, b) varias fibras orientadas a 50°y 110°, c) pocas fibras orientadas en 40°, 80° y 120°, d)
pocas fibras no orientadas.

D-  Variacion del Valor Medio respecto de la variabilidad de las orientaciones presentes
en las imdgenes.

Cada orientacion da lugar a una FGTN y en consecuencia a cada una de ellas le
corresponde un valor medio minimo. A partir de los momentos analizados se observé que
en muestras donde se observaban nanofibras ubicadas en todas las direcciones los valores
medios determinados para cada direccion no variaban en magnitud. Por otro lado cuando se
observaban solo algunas orientaciones, los valores minimos, de la FGTN determinada para
cada orientacion, variaban significativamente.

La Fig. 3 muestra ambos casos. En esta imagen se puede observar que la variacion del
valor medio para casos donde hay nanofibras en todas las orientaciones es minima. Por otro
lado, cuando existen solo algunas orientaciones predominantes, los menores valores
minimos se corresponden con las orientaciones predominantes y dan lugar a mds de un
valor medio minimo o minimos locales. Este comportamiento se observé para las demads
imdgenes de prueba.

Ademads las orientaciones que se correspondian con el valor medio minimo eran
efectivamente las orientaciones predominantes en la imagen.
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En la Tabla 1 se muestra la relacion entre lo calificado por el experto y los valores

medios obtenidos.

En resumen, para las imigenes de prueba analizadas, podemos decir que la FGTN
puede determinar en cierto grado si las membranas poseen nanofibras orientadas en alguna
direccién y cudl es esta direccidn y también si no existe una direccién predominante.

Tabla 1: Variacién del Valor Medio respecto de la variacién de las orientaciones de las nanofibras

Variabilidad de las orientaciones Valor Medio Lineal Maximo - Valor Medio Lineal Minimo
Muy Poca 0,8
Poca 0,5
Moderada 0,4
Alta 0,3
Muy alta 0,2
Muy Alta 0,1

E-  Variacion de los momentos de la FGTN respecto de la variabilidad del grosor de los
polimeros.

El didmetro de las nanofibras y la variabilidad de las mismas resultaron estar
relacionados con los momentos de la FGTN determinados con un elemento estructurante
redondo. Los valores medios de la FGTN de mayor magnitud se correspondieron con
nanofibras de menor didmetro, a su vez, nanofibras de mayor didmetro resultaron en
valores medios de menor valor. La Fig. 5 muestra esta variacion graficamente.
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Figura 5: Valor medio de la FGTN determinado con un elemento estructurante redondo vs. el didmetro
promedio de las nanofibras poliméricas.
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Discusion

Uno de los motivos posibles para que no haya resultado satisfactorio en la
determinaciéon de la FGTN par la caracterizacién de las imdgenes adquiridas con una
magnificacion de 3000X es que solo se pueden observar en estas imdgenes pocas
nanofibras, en algunos casos esta morfologia no es representativas de las muestras de las
matrices en general. También sucede que esta funcién permite discriminar mejor la
morfologia de fibras mds finas debido a que el grosor no es un pardmetro que se vari6 para
definir los diversos elementos estructurantes lineales utilizados. A diferencia, en las
imagenes adquiridas con una magnificacion de 1000X se pudo observar un gran nimero de
nanofibras que representan la morfologia de la muestra completa.

Sin embargo, una vez elegidos los pardmetros adecuados, la FGTN pudo
caracterizar correctamente la morfologia de las nanofibras presentes en las imdgenes de
prueba analizadas. El grado de ocupacion, la orientacion y el didmetro de las nanofibras se
pudo caracterizar mediante el algoritmo propuesto. Una de sus principales ventajas que
presenta este algoritmo es que no es necesario binarizar la imagen. Ademds, la FGTN tiene
la ventaja de que brinda caracteristicas no solo de la morfologia de las nanofibras, sino
también de su estadistica.

En una siguiente etapa de este trabajo se continuard validando los resultados
utilizando la resolucién y los pardmetros que son los que produjeron los mejores resultados.

A partir de este trabajo preliminar, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se
trabajard en el desarrollo de un software que cuantifique autométicamente las
caracteristicas morfoldgicas para este tipo de imagenes. Este software seria de gran ayuda
para los especialistas en matrices poliméricas fibrosas los cuales realizan una determinacién
manual de estas caracteristicas y también le permitirdn evaluar las diferentes morfologias
con otras medidas de las formas de las fibras.
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