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Reconstruccion y visualizaciéon 3D del interior de las células

Resumen

Hasta el dia de hoy se sigue intentado mostrar y hacer comprender el interior de las células bajo
un ambiente bidimensional. Sin embargo, debido a los avances tecnoldgicos experimentales en
laboratorio, asi como computacionales, ya es posible aplicar la visualizacion tridimensional y hacer
inmersion virtual en el interior de las células. En el presente trabajo se muestra, a través de lo
obtenido experimentalmente en el laboratorio durante la fagocitosis de eritrocitos por macroéfagos,
la forma en que las imagenes microscopicas obtenidas pueden ser reconstruidas, visualizadas,
seccionadas y empleadas para realizar navegacion virtual dentro de ellas. Se considera que a
través de esta estrategia de observacion computacional, se brindan mayores elementos visuales
que permiten mejorar la capacidad observacional, la comprension de lo que se observa, y como
resultado de ello, es posible la generacion de hipétesis visuales que de otra forma no podrian
haber sido obtenidas mediantes simples observaciones microscopicas.

Palabras clave: visualizacion 3D, reconstruccion 3D, inmersion virtual.

Abstract

Teaching and observation of the inner components of cells are mainly based on bi-dimensional
images. However, in present days, there are important experimental advances in the laboratory
and computers for applying tridimensional observations and virtual immersion navigations inside
of the cells. In the present work is shown, using a model of phagocytosis of red blood cells by
macrophages, how microscopic images can be reconstructed, visualized, sectioned and used for
performing virtual navigation inside of the cells. It is considered that this computational strategy of
navigation can offer better capability for observation and comprehension of the inner components
of the cells. These kind of computational observations could drive to propose visual hypothesis
that cannot be obtained by simple microscopic observations.

Keywords: 3D visualization, 3D reconstruction, virtual immersion.
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Visualizaciéon 2D y 3D

Aunque en la actualidad se cuentan con estrategias de visualizacion computacional que permiten
la observacion tridimensional (3D) y la navegacion por inmersion virtual, aun es comun que en
la biologia, durante la ensefianza de la composicion interior de las células, se empleen modelos
en ambientes bidimensionales o de dos dimensiones (2D) (Stith, 2004). Asi, la ensefianza se
vuelve mas compleja y cabe la posibilidad de que haya una menor comprensién en relacién
a la distribucion de los componentes biologicos en el interior de las células, y con ello se
entienda aun menos la funcion de los componentes intracelulares dentro de un ambiente tan
limitado. Por esto, ya no es adecuado continuar intentando ensefiar la dindamica y composicion
celulares en un ambiente 2D, mas cuando existe un consenso bien aceptado de que la biologia
celular es dinamica tridimensionalmente (Alvania, 2011). Si uno observa una imagen en 2D
(en la que se sbélo se presenta en dos ejes: x,y), las células parecen planas y da la impresion
que todos sus componentes (organelos y complejos moleculares) estan en ese mismo plano.
En cambio, cuando uno observa una imagen 3D (en la que se observa la célula en tres ejes:
X,y,z), los componentes intracelulares aparecen distribuidos en distintos planos, lo cual muestra
que el ambiente intracelular es espacial. Un ejemplo de ello puede verse en las figuras aqui
presentadas, donde una célula (un macrofago de ratdn) internaliza (fagocita) a otras células
sanguineas (eritrocitos de carnero). En las imagenes, tanto el nucleo del macréfago. como
los eritrocitos. se marcaron con distintos compuestos quimicos fluorescentes, mientras que el
nucleo se marcé especificamente con el reactivo conocido como DAPI, el cual se une al material
genético del macrofago, el otro, conocido como FITC, se unioé especialmente a las proteinas de
la superficie de los eritrocitos (Dado que estas células ya maduraron, perdieron su nucleo y por
ello no son tenidas con el DAPI). Luego, debido a la naturaleza quimica de los compuestos, se
les excita con una longitud de onda especifica por lo que se les observa con una fluorescencia
colorida. Por lo tanto, los nucleos de los macréfagos se ven azules y los eritrocitos, verdes.

Cuando se observa la figura 1 (una imagen 2D), hay incertidumbre de cual es la forma, el tamafio
y la distribucion real del nucleo y de los eritrocitos dentro de la célula, mucho menos una idea del
nivel en que se encuentran en el microambiente espacial del macrofago. Ahora, gracias a la ventaja
técnica que brinda la microscopia confocal, si se ve a la misma célula bajo diferentes niveles del eje
axial (eje z), a lo largo de su grosor (Fig. 2), se observa que la distribucion del marcaje fluorescente
cambia en elinterior de la célula. Porlo tanto, bajo este tipo de visualizacion es posible estimar mejor
la distribucion espacial del marcaje de los componentes intracelulares. Este tipo de observacion
mejora sustancialmente la comprension de lo que estudia y permite interpretar mejor la forma, el

tamano, la localizacion de los componentes intracelulare, asi como su posible dinamica y funcion.
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Figura 1. Macréfago con eritrocitos en su interior. Observacion bajo la técnica de Nomarsky (gris). El nucleo del
macréfago se ve en azul y los eritrocitos de carnero en verde. La imagen fue obtenida en un microscopio confocal
OLYMPUS FV1000 con el objetivo 60x, apertura numérica 1.35 y zoom digital 5. Cada una de las 5 divisiones de la

barra blanca representa 1 micra.

Figura 2. Serie de cortes en el eje z de un macroéfago en proceso de fagocitosis de eritrocitos. En la imagen se presentan
32 secciones opticas (cada una de 0.49 ym de grosor). Nétese que la distribucion de los componentes celulares
marcados fluorescentemente varia en cada una de las secciones. El color del marcaje fluorescente corresponde a lo

indicado en la fig1

Sin embargo, incluso cuando se observe detenidamente la secuencia de imagenes
de la figura 2, aun hay incertidumbre acerca de como se distribuyen las estructuras
marcadas fluorescentemente en el microambiente celular. Por ello, si tales observaciones
microscoépicas son agrupadas y procesadas computacionalmente, es posible generar
reconstrucciones y visualizaciones de la célula completa bajo un ambiente 3D como se
aprecia en la figura 4. La generacién de esta imagen tridimensional permite que la célula
sea analizada bajo distintos angulos de observacion, o que nunca podra ser obtenido

mediante las técnicas microscopicas convencionales. Aun mejor, gracias al manejo
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computacional de las imagenes reconstruidas, es posible observarlas con mayor o menor
aumento; rotarlas y seccionarlas de forma digital en cualquier plano (véase el video 1s) y
efectuarinmersiones virtuales en el interior de las células reconstruidas. En el observatorio
IXTLI de la DGTIC de la UNAM se cuenta con una tecnologia computacional que permite
la inmersion virtual de un objeto que modifica la percepcion y la sensacion de lo que
se observa en una pantalla simple. En la Facultad de Medicina, también de la UNAM,
este tipo de observaciones e inmersiones virtuales ya forman parte de la ensefianza
de la medicina. En ambos sitios, aun cuando inicia el empleo de la tecnologia para la
observacion e inmersién virtual en 3D de las células, ya es una forma de apreciacion de
las imagenes que definitivamente impacta la forma de estudiar y comprender la biologia
de las células como ya se ha establecido en la literatura (Murphy, 2003) y como puede
observarse para la reconstruccion tridimensional del citoesqueleto del parasito protozoario
Gardia lamblia y las células flama de cisticercos de Taenia solium.

Figura 3. Serie de cortes en el eje z de un macréfago al inicio de la fagocitosis de un eritrocito. Observacion bajo la
técnica de Nomarsky (gris). El nucleo del macréfago se ve en azul y el eritrocito de carnero en verde. La imagen fue

obtenida en un microscopio confocal OLYMPUS FV1000 con el objetivo 60x, apertura numérica 1.35 y zoom digital 9.
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Figura 4. Reconstruccion 3D de un macrfago con eritrocitos en su interior. Reconstrucciéon 3D de superficie, a partir de
las 32 secciones opticas (de 0.49 uym de grosor c/u) mostradas en la figura 2, con el programa Amira V 5.3.2. El cubo
representa el volumen y los ejes x,y,z se indican en la parte inferior-izquierda en rojo, verde y azul, respectivamente.
El color amarillo corresponde al color gris producido por la técnica de Normasky y sugiere el limite y la forma de la
célula (el macrofago). Obsérvese que con la reconstruccion se ve que no todos los eritrocitos estan en el interior del
macrofago y que posiblemente ello indique que estaban en proceso de inicio de la fagocitosis porque estan adheridos
a la superficie celular. Nucleo (azul); eritrocitos (verdes). Cada una de las imagenes de la figura pueden ser observadas

de forma individual, con la ayuda de anaglifos, presentadas en las figuras 1s1-1s4 del material suplementario.

¢Visualizar una célula en 3D?

Como se indico, con las imagenes 2D (Fig. 1) sélo es posible determinar el largo y el ancho de lo
que se observa con la visualizacion de seccionamientos en “z” (Figs. 2 y 3). Hay una aproximacion
al largo, ancho, grosor y distribucién espacial de los componentes intracelulares vy, si se realiza
reconstruccion y visualizacion de las imagenes 3D (Figs. 4-7), las observaciones permiten situar
en el espacio a otros elementos que no habian sido considerados con anterioridad. Esta forma de
visualizacidn facilita la integracion y, por tanto, la interpretacion de los datos. En las imagenes de
la figura 4, a diferencia de la figura 1, varios eritrocitos (en color verde), que han sido fagocitados,
se observan dispersos en el interior del citoplasma del macréfago (el cual esta delimitado por el
color amarillo). La observacion 3D de la figura 1 (descompuesta en imagenes en la fig. 4) muestra
que el nucleo tiene una forma y distribucién espacial que no se habia visto: el DAPI (en color azul)
parece estar asociado a sinuosidades continuas, que aparentan proyectarse con cierto grado de
simetria, y que se encuentran empacadas dentro de un espacio definido del nucleo. Si éste se
hace rotar computacionalmente (obsérvense los videos 2s, 3s, 3s2 y 4), y se observa el video
3s2 con anaglifos, se percibe cdmo los componentes celulares tienen una distribucion espacial
7
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distinta en el eje z por la sensacién de profundidad conferida. De esta manera, hay mayores
posibilidades de mejorar la interpretacion de la relacion que guardan los elementos observados.
También, aun cuando no se hayan marcado fluorescentemente todos los componentes celulares,
dado que algunos elementos son registrados por el tipo de estudiomicroscépico que se emplea
(en el caso de las figuras 1, 2 y 3, en las que se hicieron observaciones por microscopia confocal
combinada con la técnica de Nomarsky), éstos pueden ser reconstruidos computacionalmente
por el grado de relieve de la forma en que se les observé. En las figuras 4 y 6, la reconstruccion
de este relieve (en el que el color amarillo es falso) brinda una mejor idea de la distribucion
espacial de los marcajes en azul y verde. Asimismo, en las figuras 5, 6 y 7 (correspondientes a la
reconstruccion 3D de la figura 3), se muestra un eritrocito adherido a un macréfago. El eritrocito
aun no ha sido internalizado por el macréfago y todavia conserva su forma. Sin embargo, si se
rota la imagen reconstruida en 3D de la figura 5, como se observa en la figura 7, dicho eritrocito
se ve deformado. La modificaciéon de la forma del eritrocito podria deberse a su interacciéon con
la superficie del macréfago.

Figura 5 Vista apical de la reconstruccién 3D del nucleo de un macréfago y un eritrocito al inicio de la fagocitosis.

Reconstruccién a partir de 8 secciones 6pticas (de 0.8 um de grosor c/u)
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Por lo anterior, se considera que la visualizacion en 3D es una herramienta util para
efectuar observaciones de células u organismos, reconstruir su interior y con ello, efectuar
navegacion virtual dentro de ellas. De otra forma, no seria posible visualizar lo sucedido
en un nivel microscépico como ha sido establecido (Feng et al., 2007). Ademas, uno de
los efectos inmediatos por la forma de observacion computacional, es la generacion de
hipdtesis visuales, como se indica en relacion al eritrocito al ponerse en contacto con
el macréfago. Las hipotesis generadas impulsan la realizacién de nuevos estudios, asi
como la ampliacién o reconsideracionr de las interpretaciones de lo que aparentemente
se habia contemplado al observar las células bajo las técnicas convencionales. Otra
aplicacion inmediata, que hace de la visualizacion 3D una herramienta poderosa, es el
registro visual de la forma celular y la distribucién de las estructuras intracelulares, luego
de alteraciones o modificaciones del microambiente en el que se encuentren las células.
Aun mas, desde el punto de vista de la ensefianza, las imagenes generadas son mas
atractivas e ilustrativas y mejoran las formas de transmision del conocimiento de procesos
dinamicos que de otra forma serian dificiles de mostrar.

Figura 6 Vista apical de la reconstruccion 3D del nucleo de un macréfago, y un eritrocito al inicio de la fagocitosis. El
color amarillo corresponde al color gris producido por la técnica de Normasky y sugiere el limite y la forma de la célula
(el macréfago). Reconstruccion a partir de 8 secciones opticas (de 0.8 um de grosor c/u). Véase con anaglifos en la

figura 2s del material suplementario.
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La visualizacion cientifica en 3D y la inmersién virtual son novedosas formas para la
presentacion de algo ya establecido de manera natural, es una forma mas clara de mostrar
lo que sucede en el nivel microscopico (McGill, 2000). Incluso, las observaciones de
imagenes 3D, como las de las figuras 4, 5, 6 y 7, generan un diferente tipo de sensacion
de profundidad cuando se realizan con la ayuda de lentes especiales como los anaglifos
(ver todas las figuras y el video 3s2 del material suplementario). O bien, cuando las
imagenes reconstruidas se proyectan bajo diferentes angulos de observacion, luego de
procesamientos de las imagenes, mediante cortes sagitales, coronales o transversales
(ver el video 1s del material suplementario). Por ello, estas formas de visualizacion ya
se consideran recursos indispensables para la ensefianza de la biologia celular (Alvania,
2011; Iwasa, 2010) y se ha demostrado que mejoran la comprensiéon y aprendizaje de lo
proyectado en el monitor o en una pantalla (McClean et al., 2005).

Figura 7. Vista lateral de la reconstruccion 3D del nucleo de un macréfago y un eritrocito al inicio de la fagocitosis. En
la base se coloco el ultimo corte correspondiente a la microscopia de Nomarsky que define la forma del macréfago.

Véase el video 5 del material suplementario.
Visualizaciéon 3D en Biologia Celular

La visualizacion en 3D de las células no es una novedad, ya que existen diferentes recursos
computacionales con los que se puede realizar. Solo se requiere definir la estrategia de
visualizacién por realizar y de que material se parte. En al afio 2000, McGill menciond que las

peliculas de los eventos celulares ya estan escritas, sélo se requiere encontrar la forma de
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visualizarlas, rodarlas y proyectarlas. Ejemplos de visualizaciéon en 3D (que combinan aspectos
tedricos, experimentales y computacionales) son las imagenes y animaciones presentadas: el
surgimiento continuo de sitios en internet como MolecularMovies.org, asi como realizar viajes al
interior de las células virtuales.

Por la jerarquia estructural presente en los sistemas biologicos, asi como por las necesidades
de visualizar ciertas estructuras o procesos bioldgicos, las observaciones microscépicas
dependen de la combinacion de diferentes tipos de preparacién de especimenes, herramientas
de visualizacion y de analisis computacionales. Ejemplos de ello es lo que se ha efectuado con
células eucariontes, componentes del citoesqueleto y organelos celulares para los que se han
llevado a cabo reconstrucciones a partir de microscopia confocal, asi como de microscopia
electrénica mediante el empleo de la criotomografia electrdnica, la cual es también conocida como
tomografia electronica por congelacion (Frank, 2002). Esta ultima, ha sido cada vez mas utilizada
como una herramienta de visualizacién en 3D a un nivel ultraestructural o nanométrico del interior
de las células. Son ejemplos las imagenes de parasitos como el gusano Schistosoma mansoni
(Collins 1l et al., 2011), las células flama parte del sistema de eliminacién de sustancias tdxicas
de cisticercos de Taenia solium (Valverde et al, 2011), los parasitos de la malaria contenidos
en los eritrocitos infectados (Soares et al., 2011) y el protozoario Crithidia deanei (Machado et
al., 2010), asi como organelos intracelulares como el aparato de Golgi de células del pancreas
(Marsh et al., 2001); los canaliculos secretores y mitocondrias de células parietales de la mucosa
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gastrica (Duman et al., 2002); las mitocondrias de higado de rata (Mannella et al., 2001); los
endosomas o cuerpos multivesiculares (Murk et al., 2003); filamentos gruesos de miosina de
células musculares cardiacas (Zoghbi, et al., 2008) y los cromosomas (Schroeder et al., 2009).
También, se recomienda observar las imagenes para visualizar la interaccion virus-membrana
plasmatica de la célula huésped (Maurer et al., 2008), la formacién de copas fagociticas de
macrofagos (Goodridge et al., 2011) y los flagelos de espermatozoides de erizos de mar (Nicastro
et al., 2005). Sin embargo, aun cuando muchas de las imagenes, animaciones y modelos en 3D
se han obtenido desde varios afios atras, todavia son pocos los libros de texto de biologia celular
donde se incluyen como material adicional.

Generacion de modelos celulares

Como se ha indicado, las reconstrucciones en 3D parten desde el procesamiento computacional
de imagenes obtenidas mediante microscopia confocal (Valverde et al., 2011), microscopia
electronica de transmision (Nicastro et al., 2005) o de microscopia electronica de doble haz
(Rigort, 2012). Independientemente de la estrategia microscopica que se haya elegido, las
imagenes obtenidas pueden ser procesadas para observar su interior mediante segmentaciones
en el eje z, mientras que en algunos casos las segmentaciones se obtienen por “cortes” mediante
el empleo de luz laser o ultramicrotomo. En otros, los cortes se realizan mediante el uso de iones.
La microscopia electronica tiene una posicion especial entre las herramientas de visualizacion,
ya que abarca un amplio intervalo de escalas: desde el nivel atdbmico y molecular hasta al nivel de
organelos o de células enteras.

Paquetes computacionales y técnicas

Quizas, el factor limitante de la visualizacion 3D (una de las causas por las que la tecnologia no se
ha aplicado ampliamente) son los paquetes computacionales que requiere, cuyo aprendizaje podria
tomar mucho tiempo (sobre todo si son programas computacionales comerciales como AMIRA) o
bien, podria ser utilizado s6lo por quienes cuentan con una licencia. Sin embargo, esto no limita el
empleo de sistemas computacionales para realizar visualizaciones y reconstrucciones en 3D, ya
que existen programas publicos que incluso son menos complejos. Uno de ellos, conocido como
ImageSurfer, podria favorecer este aspecto. Con los programas computacionales mencionados,
asi como con otros que también estan accesibles, es posible el realizar reconstrucciones de
superficie o de volumen. Durante estos proceso se pueden seguir dos estrategias: la primera,
basada en la reconstruccién o el delineado de los contornos para definir la estructura (denominada
reconstruccion de la superficie) y la segunda, con la que se permite la visualizacion de todo
el volumen que abarca la superficie (denominada reconstruccion del volumen). Sin embargo,
aunque ambas estrategias son utilizadas, es necesario considerar que con la ultima podrian

tenerse dificultades de interpretacion. La comparaciéon con la reconstruccién de superficie elimina
12
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gran parte de la informacion contenida en el volumen, pero este tratamiento permite que las
presentaciones obtenidas sean mas faciles y rapidas de entender (Feng et al., 2007).

La generacion de los modelos tridimensionales, asi como de su visualizacion, no es solo un
ejercicio que permite una mejor presentacion de lo que se busca en relacion a la ensefianza de
la dinamica de las células, también es una importante estrategia que se ha consolidado para
la presentacion visual de resultados de trabajos de investigacién microscopica y que ha sido
adaptada en diferentes revistas. De hecho, son las revistas conocidas del tipo”’open journal” las
que mejor se han adaptado a esta estrategia de publicacion, en donde la mayoria de las imagenes
y animaciones se presentan en los documentos complementarios (de la misma manera que se
hace para el presente articulo). Sin embargo, cada vez los documentos con publicaciones se
vuelven mas interactivos y, por ello, ya hay integracion de texto con imagenes generadas en 3D.
Estas pueden ser manipuladas directamente por los lectores en los sitios en que aparecen, ya
que mejoran la comprension de lo que se requiere transmitir en el articulo publicado. Este tipo de
publicaciones se basan en los formatos PDF (Ruthensteiner y Hef3, 2008) lo cual es ya una forma

de comunicacién entre la comunidad cientifica.
Perspectivas

Es claro, por lo que se ha indicado, que se va a generar un mayor impacto en la presentacion
de imagenes relacionadas con aspectos de la dinamica celular; si se presentan imagenes
0 animaciones en ambientes 3D que abarquen todo el conocimiento que se ha generado al
respecto (lwasa, 2010). De ser asi, los materiales obtenidos, bajo estas estrategias, constituyen
un excelente recurso educativo para la biologia celular, ya que en ellos se ilustran movimientos
de componentes intracelulares, como sucede durante el trafico intracelular, el desplazamiento
de organelos y su localizacion durante fendmenos como la division celular, o bien, eventos
intracelulares que se originan por la presencia de un patégeno que llegue a este nivel celular
(Stith, 2004). Seguramente, este tipo de estrategias podrian encontrarse en poco tiempo dentro
de las aulas, en donde se aprovecharan los recursos que generan los sistemas de presentacion
de imagenes en 3D, e incluso, ya se podria contar con un nimero de modelos suficientes, porque
cada vez hay una mayor incorporacion de profesionales que han logrado integrar los campos de
la visualizacion cientifica, como bidlogos, médicos, ingenieros en computacién, matematicos, etc.
Un ejemplo de los avances, que ya se tienen al respecto, es la venta de libros de texto clasicos de
biologia celular, queincluyen material interactivo contenido tanto en discos CD o DVD y el acceso
a paginas de las editoriales, o sitios web con un numero creciente de imagenes al respecto.
Muchas de éstas son generadas en 3D y ya han sido aprovechadas por las compafias editoriales
para incorporarlas a sus sistemas de ensefianza, lo cual enriquece de sobremanera lo aprendido
en el aula en relacién a la biologia celular.
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