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Resumen— La galvanotaxis es un fenomeno de migracion
celular inducido por campos eléctricos. Este proceso se ha
estudiado como una de las claves para regenerar tejidos y
eventualmente formar organos completos. Se han
desarrollado diversos dispositivos que pueden inducir la
galvanotaxis de forma controlada. Sin embargo, estos
dispositivos no presentan una técnica cuantitativa para
evaluar su eficiencia. Este estudio presenta un método de
evaluacion de migracion celular basado en el método de
procesamiento de imagenes. El algoritmo desarrollado se
prob6 sobre diferentes cultivos de Escherichia coli crecida
en medio semisdlido. A partir de las técnicas de
procesamiento utilizadas, se pudo establecer la velocidad
promedio de desplazamiento celular como funcién de las
caracteristicas de las sefiales empleadas para estimular la
migracion celular.
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Escherichia coli, Procesamiento de imagenes, Cultivo
semisdlido

I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, se ha estudiado el impacto que
podria tener el aplicar la galvanotaxis como método para
inducir el reordenamiento celular. La galvanotaxis se define
como el movimiento de un organismo moévil o célula en
respuesta directa a un campo eléctrico [1]. Las aplicaciones
de este método electrobioldgico pueden incluir curacion y
cicatrizacion de heridas [2] y direccionamiento sobre
matrices tridimensionales [3], entre otros. Actualmente, se
han desarrollado dispositivos estimuladores que inyectan,
sobre el cultivo de células, senales eléctricas de corriente
directa y, en menor medida, dispositivos generadores de
seflales alternas [4,5]. A estos dispositivos se les conoce
como galvanotacticos.

Los métodos utilizados para evaluar la migracion
celular inducida por diferentes estimulos externos, se basan
en el seguimiento microscopico de un  Unico
microorganismo [6], procesamiento de imagenes y deteccion
de centroide del microorganismo por imagenes
microscopicas [7], deteccion de trayectorias por procesos
quimicos [8], entre otros.

Esta forma de evaluar la migracion puede producir
resultados sesgados dado que no estudia el comportamiento
de las poblaciones como un conjunto, sino que realiza
analisis individualizados de elementos de la poblacion, lo
cual puede no -caracterizar el comportamiento de la
migracion sobre todas las células. Este trabajo desarrolld un
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método de analisis de migracion celular, que retoma los
principios del trabajo propuesto en [7], sin embargo se
aplica a poblaciones completas. Ademads, integra elementos
novedosos como el uso de un generador de funciones
controlado por el usuario desde una interfaz grafica (descrito
en la primer parte de este trabajo) para la aplicaciéon de un
estimulo de tipo eléctrico, un sistema simple de tratamiento
de imagenes y una evaluacion de la migracion en términos
de distancia y velocidad.

El equipo de investigacion desarrolld un sistema de
galvanotaxis con las siguientes caracteristicas:

e Generacion de sefiales de corriente directa y corriente
alterna

Seleccion de diferentes formas de onda
Direccionamiento de la corriente

Variacion de parametros (frecuencia y amplitud)
Estimulacion directa

El aporte por esta parte del estudio consiste en realizar
la evaluacion de esta tecnologia de estimulacion,
comprobando el efecto de migracion inducido por los
campos eléctricos bajo condiciones controladas, utilizando
un algoritmo de procesamiento de imagenes que permita el
registro e identificacion de la migracion. De esta manera, se
busco desarrollar un proceso que valide los resultados de
desplazamiento celular obtenidos bajo un fundamento
sustentado que pueda ser replicado cuando otra clase de
estimulos, o incluso de tecnologia sea utilizado.

Es comun que los fendmenos de galvanotaxis sean mas
estudiados en cultivos de células animales, pero sus
procesos de crecimiento son mas lentos, el cultivo de estas
células es mas costoso, etc. En este tenor, es pertinente
desarrollar pruebas in vitro en organismos evolutivamente
inferiores, como las bacterias, para caracterizar los
comportamientos inducidos por el fendmeno galvanotactico
y posteriormente escalarlo a un nivel celular mas complejo
utilizando células animales, con el objetivo de formar
estructuras diferenciadas pero ordenadas. Debido a la
significativa cantidad de estudios sobre la movilidad de
Escherichia coli, se eligid este microorganismo para realizar
las pruebas de migraciéon celular, en funcion de las
caracteristicas de las sefiales alimentadas al cultivo.

II. METODOLOGIA

La evaluacion del dispositivo galvanotactico se realizd
conforme a las etapas mencionadas a continuacion.

1) Seleccion del modelo biologico: La eleccion del
microorganismo  Escherichia coli para validar el
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funcionamiento del dispositivo se debid a sus caracteristicas,
tales como alta velocidad de crecimiento, motilidad y carga
neta negativa en su membrana; ademas, de que su exigencia
nutricional y de incubacion es limitada.

2) Cultivo  microbiologico:  El  cultivo  del
microorganismo se realizd considerando desde la seleccion
del medio hasta la incubacién del mismo, de manera que se
garantizara el mantenimiento celular de la Escherichia coli,
y que se evitara, en la medida de lo posible, la
contaminacion por agentes externos. El procedimiento de
cultivo se resume en el diagrama presentado en la Fig. 1.

En matraz Erlenmeyer

1 1
1 1
v [ 13 gde cakdo 0810gde 100 mL de agua 35 gotas de rojo de | 1
: lactosado 1'!5 agar-agar 3"_, destilada vt fenol NaOHOA N :
. i

Depositar en Esterilizar a Esperar
recipiente de cultivo 15 PSI por 20 min solidificacion
] Zona estéril ]
1 1
] P )
3°C i coif en pazo inoculacin '

Fig. 1. Procedimiento de preparacion para medio de cultivo e inoculacion
del mismo.
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Se utilizé el caldo lactosado (BD Bioxon) por ser un
medio especifico para enterobacterias y organismos
coliformes, ademas de poseer azlcares fermentables. A este
caldo, se le adicioné rojo de fenol como indicador del
crecimiento de Escherichia coli. Se utiliz6 el agar como
agente gelificante para conferir la consistencia semisdlida.
La cantidad de agar (0.8%) se determind a partir del nivel de
solidificacion del medio. Esto se realizd6 evaluando el
crecimiento celular de Escherichia coli en experimentos
preliminares al estudio principal de migracion celular.

El indculo se realiz6 depositando 100 pl de una
suspension de Escherichia coli dentro de un pozo, con la
finalidad de fijar una posicidn inicial, evitar dispersion en el
medio y asi minimizar la posibilidad de aparicion de falsos
positivos de migracion celular. Para generar el indculo, se
precultivd un matraz con medio liquido (caldo nutritivo)
durante 24 horas para tener una densidad celular adecuada.

3) Sistema de adquisicion y procesamiento de
imagenes: Con la finalidad de registrar la migracion celular,
se realizd6 una adquisicion de imagenes periddica y
secuencial, con un lapso de 12 horas entre cada muestra,
utilizando una cédmara de alta resolucion (HD Logitech Pro
C910). Las caracteristicas de esta cdmara son: resolucion de
video 1080p a 16:9, campo visual diagonal (DFOV) 78°,
distancia focal 4.3 mm, distancia de trabajo variable (8 cm
usados), frecuencia de cuadro (max.) 30 capturas por
segundo. clip universal con un rango de 0-180°.

El montaje del sistema utilizado para obtener las
imagenes se muestra en la Fig. 2.

de cultivo

Sistema )
0 i

Camara de
alta
resolucion

Circuito
electronico

I 30cm 1
Fig. 2. Esquema del sistema de adquisicion de imagenes.

Con el objetivo de diferenciar el crecimiento bacteriano
del medio de cultivo, se propuso un algoritmo de
procesamiento digital de imagenes, cuyo procedimiento se
resume en el diagrama de la Fig. 3.
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Fig. 3. Diagrama del algoritmo para procesamiento de imagenes.

El tratamiento de la imagen se realizO en primera
instancia, enmascarando la imagen para conservar la zona de
interés (Fig. 4, apartado a). Posteriormente, se hizo una
conversion de formato RGB a escala de grises (Fig. 4,
apartado b). A partir de esta imagen, se hizo un realce
ajustando el contraste, de manera que se incrementara la
diferencia entre las zonas de crecimiento celular y el medio
de cultivo (Fig. 4, apartado c¢). Todos estos pasos se
realizaron de manera automatica con valores establecidos
dentro del programa desarrollado en Matlab. El resto del
procesamiento utilizd principalmente herramientas de la
teorila de morfologia matematica aplicada en el
procesamiento de imagenes.

Para poder aplicar las operaciones morfologicas, se
realizé una binarizacién de la imagen (Fig. 4, apartado d) a
partir de un valor de umbral proporcionado por el usuario.
Dicho valor podia variarse en un rango entre 0 y 255,
mostrando una previsualizacion de la imagen en la interfaz
grafica, para permitir la seleccion del mejor ajuste.

Una vez obtenida la imagen en blanco (crecimiento
celular) y negro (fondo/medio de cultivo), se procedio a
eliminar las estructuras no deseadas asociadas a
imperfecciones en la superficie del medio o pequeiias
colonias de células que no hubieran migrado en el periodo
de analisis de esa imagen en particular, aunque se mantuvo
el efecto de las células que se mantuvieron en la posicion de
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inoculacién. Se suprimieron las estructuras que tuvieran
conexion con el borde y que fueran mas pequeflas que la
estructura principal. Posteriormente, se rellenaron los
espacios entre los objetos, es decir, que los pixeles tomaran
el valor de aquellos que lo rodeaban (Fig. 4, apartado e). Se
aplicaron operaciones morfoldgicas de dilatacion y erosion
de imagen, para aumentar las figuras blancas o eliminarlas,
dependiendo de las necesidades de procesamiento,
obteniendo asi la imagen final (Fig. 4, apartado f). Cabe
destacar que las operaciones morfologicas también se
efectuaron de forma automatica, con procesos
preestablecidos en el toolbox de procesamiento de imagenes
de Matlab.

4) Experimentacion: Esta seccién del estudio se
realizo exponiendo al modelo bioldgico a diferentes sefiales
eléctricas. Se hizo una comparaciéon en los patrones de
migracion al variar la forma de onda de la sefial, utilizando
tres tipos principalmente: senoidal, cuadrada y sierra. En
ultima instancia, se modificod la concentracion del agar,
aumentando la resistencia que opone el medio de cultivo a la
migracion. Esto ultimo se propuso con el objetivo de
demostrar la migracién inducida por el campo eléctrico, atin
cuando existe una resistencia fisica al paso de células a
través del medio de cultivo. Las condiciones de
experimentacion utilizadas se resumen en la Tabla 1.

5) Validacion del sistema de galvanotaxis: El método de
validacion consistié en calcular el centro de masa de las
regiones de crecimiento de cada una de las imagenes
procesadas, sin tomar en cuenta el crecimiento del indculo.
Las coordenadas obtenidas del centroide de cada imagen, se
graficaron para demostrar el recorrido de este.

TABLA 1
CONDICIONES DE EXPERIMENTACION PARA EVALUACION DEL
DISPOSITIVO GALVANOTACTICO

Experimentos

Caracteristicas

1 2 3 4
Concentracion
0.8 0.8 0.8 1.0
de agar (%)
Forma de senal Senoidal Cuadrada Sierra Senoidal
Frecuencia (Hz) 10 10 10 10
Amplitud (Vpp) 10 10 10 10
Campo eléctrico
+0. +0. +0. +0.
(V/em) 0.8 0.8 0.8 0.8
Tiempo de
estimulacion 48 48 48 48
(horas)

I11. RESULTADOS
A. Procesamiento digital de imdagenes
Los resultados obtenidos del procesamiento de la
tltima imagen adquirida (a las 48 horas), durante el
experimento con estimulacion eléctrica de tipo senoidal, se
muestran en la Fig. 4, a manera de imagenes secuenciales.

Las imagenes finales, obtenidas del procesamiento, se
utilizaron para evaluar la migracién inducida al aplicar el
estimulo eléctrico durante un tiempo establecido de 48
horas.

(d) (e) ®

Fig. 4. Imagenes intermedias del proceso de tratamiento digital.

B. Evaluacion temporal de migracion por galvanotaxis

En la Fig. 5, se muestran las imagenes obtenidas del
procesamiento, tomadas sobre la parte inferior del cultivo en
distintos tiempos, con las condiciones del primer
experimento (Tabla 1).

El inéculo se hizo en el extremo del catodo, para
observar la migracion de Escherichia coli sobre el medio de
cultivo hacia el extremo opuesto del recipiente de reaccion,
donde se ubica el polo positivo. Cabe mencionar que,
paralelamente, se montd otro cultivo con las mismas
condiciones, pero sin estimulo eléctrico, como control
negativo.

(@) (W]
Fig. 5. Secuencia temporal de imagenes adquiridas a las 12 (a), 24 (b) y 48
horas (c) del cultivo con estimulo eléctrico de tipo senoidal.

La secuencia de iméagenes de la Fig. 5 muestra un
crecimiento con tendencia al d&nodo conforme aumenta el
tiempo de estimulacion. Ademds, se observa que Ila
trayectoria de migracion ocurrid preferentemente sobre la
periferia del medio de cultivo semisolido.

C. Comparacion de migracion con diferentes seriales

De acuerdo con las condiciones experimentales
planteadas en la Tabla 1, se utilizaron estimulos eléctricos
con otras formas de onda, pero manteniendo los parametros
de amplitud, frecuencia y tiempo de estimulacion.

Los resultados obtenidos a las 48 horas se presentan en
la Fig. 6, donde ademas se comparan contra las pruebas
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testigo que se montaron a la par. Se observa que existe
migracion en cada uno de los casos (a), (b) y (c), comparado
con los cultivos a los que no se les aplicaron campos
eléctricos, en los cuales el crecimiento ocurrio
exclusivamente dentro del pozo de inoculacién y en la
periferia de este.

(d) (© ®
Fig. 6. Imagenes a las 48 horas, con estimulos de tipo senoidal (a),
cuadrada (b) y sierra (c). Pruebas testigo sin estimulo eléctrico (d,e,f).

Ademas, en el caso de estimulacion con sefial de tipo
cuadrada, se observa que existe un crecimiento mas
abundante y con mayor dispersion sobre el medio a
comparacion de las sefiales de tipo senoidal y sierra.

IV. DISCUSION

A partir del algoritmo de tratamiento de imagenes, se
demostré la existencia de migracion inducida por campos
eléctricos, calculando el centro de masa de las regiones de
crecimiento, en cada una de las imagenes obtenidas en
diferentes tiempos y graficando las coordenadas del
centroide (Fig. 7).

Fig. 7. Recorrido del centro de masa sobre la superficie del cultivo en
experimento con estimulacion senoidal.

También se calcularon las velocidades aproximadas de
migracion a partir de las imagenes digitales, utilizando como
datos de entrada la distancia en pixeles. Del punto A de la
Fig. 7 al punto B se obtuvo una velocidad de 0.137 mm/h.
Del punto B al punto C, la velocidad fue de 0.372 mm/h, y
tomando la trayectoria desde el punto A al punto C, 0.218

mm/h. Esta tltima se aproxima al promedio obtenido entre
la velocidad de A-B y la velocidad de B-C. Estos valores, al
dividirse por el campo eléctrico son superiores (7.5x107
mm/s/V/cm) a los reportados por Shi ef al., que determind
una velocidad por campo de 2.85x10"!" mm/s/V/cm en una
poblacion no estadisticamente significativa [9].
V. CONCLUSION

La adquisicion periddica y secuenciada de las imagenes
del cultivo celular, asi como el algoritmo de procesamiento
de imagenes, permitieron la deteccion de la migracion
inducida a células de Escherichia coli. Se demostrdé que al
variar la forma de onda del estimulo eléctrico al cual estd
sometida la bacteria, manteniendo pardmetros de amplitud y
frecuencia constantes, de 10 Vpp y 10 Hz (utilizando un
generador galvanotactivo presentado en la primer parte de
este estudio), respectivamente, se observaron diferencias en
la respuesta celular de migraciéon. Ante estimulos eléctricos
con forma de onda senoidal, la bacteria presentd migracion
mejor dirigida, con poca dispersién en el medio. Por otro
lado, la onda cuadrada, produjo que las colonias celulares
migraran aparentemente mas rapido, con mayor dispersion
en el medio y con un aparente aumento en la proliferacion
celular. Este es un punto que todavia debe ser evaluado, pero
la evidencia experimental obtenida parece demostrar que las
variaciones del espectro frecuencial de la sefial, influyen
directamente en los patrones de migracion y crecimiento de
las células de Escherichia coli.
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