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'DETERMINACION AUTOMATICA DEL INDICE MITOTICO
cAN.METODOS DE PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

Maria Garza - IIMAS, UNAM.
Ricardo Toledo - CIUNAM. :

RESUMEN

Se propone un sistema pam identificar y contabllizar nGcleos de linfocltos v
linfocitos en proceso de division celuiar (mitosls) pama postericrmente caicular el indice
mildtico. Las imagenes se obtienen de un microscoplo Gplico con una amplificaclon la-

{eral de 20X x 33X (66X). Se digltalizan en un espacio de 512 x 480 x 8 bits. Iniclaimente
se procesan con un fillro de fuldo de baja frecuencla y una segmentacion. La seg-
mentacion produce una serie de objetos que son claslficados segln clerlos criterios
establecidos en un entrenamiento previo, pam luego tomar una declsién sobre su na-
turaleza.

INTRODUCCION.

El término mitosis se refiere al proceso de division celular que Incluys varlas
etapas. La taza a la cual ocurm (8 mitosla en cada tejido esté controleda de manam
muy precisa, siendo muy alta en clertas células mlentas que en oiras es cero. Durante
la regeneraclon de un tefido, la taze auménta controladaments; duranle un cancear,
sata crece gin control, Una proliferacion celular normal puede ser allerada &l al lajido
enim en conlacto con cierlos agenies fisicos, quimlccs o blolégicos conducenies 8
la citotoxicidad, resultando en un decalmiento de ta profiferacién celular. Esta lnza es,
por lo tanto, Gtll para 1a evaluacion de la seguridad de nuevos productes ¥ sustancles
destinadas a entrar en contaclo con algln tejido.

Dado que las sustancias que aumentan la proliferacion celular s consldem@n
como polenciales promolores de tumores, se ha propuesio que la taza mitética puede
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ser un dato Ulil para la detecclén de sustancias cancerigenas. De lgual manem, es un -

dato Olil para la evaluacldn de nuevas drogas anticancerigenas, ya que el objetivo de
eslas (ltimas es de disminuir dicha taza.

La faza mitdtica se calcula con la fraccldn de células que se encuentran en
el pceso de milosis. Este porcentaje de milosls se conoce como el indlce mitético
Y 88 un método confiable y sencllio ds evaluacidn de |a proliferacion celular. Sin
embargo, para oblener este indice, tmdiclonalmante se recurre a_urm obsarvacion visual
de las preparaciones al microscople, lo cual es una larea larga y tediosa propensa a

erores subjetivos. De aqui que un método para efectuar eslas evaluaclones ds forma
automatica seria un objetivo muy deseable en el 4rea,

OBJETIVO.

El objetivo de este sistema es suplaniar, hasta donde sea posibla, al ohservedor s
humano por un sistema de anélisls automatico de las preparaciones. El procedimlento
para el analisis de las laminlllas es contar de! orden de 2000 nucleos, en diferentes ’
campos de una sola laminilla, y contar las mitosls que 82 encuentren en esle proceso
- que pueden variar desde unas cuantas hasta un 5% dal tolal de nucleos. Pam esto, ’
el sistema contard eventualmente con un subslslema de platinas molorizadas pam
seleccionar los campos a analizar de forma aleatorla y aulomética. Dado que son
muchos més nuclaos qus milcsls, al sistema guardaré las coordenadas de los campos
4n donde se detectan las mitosls para una veriflcacldn humana posterior, ya que un
error en el nimero de mitosis es mucho mds grave que uno en el conteo de nicleos.

DIGITALIZACION,

La digitalizacién se hace de un microscoplo 6ptico a través de une cAmara
!i'po CCD en una tareta digitalizadora de video estandar NTSC. El microscoplo es
ajustado iniclalmente pam obtaner una ‘buena’ Imagen en el ocular en 1&rminos da
lluminaclién y foco. Una vez logrado eslo, se procede a fijar los nivelas de ‘offsel’ W
ganancia de enlrada a la tarjeta digitalizadora de tal forma que la Imagen digitalizada
caiga deniro de un rango previamente establecide. Pam esto conviene utillzar una
pseudocoloracién de la imagen que permita obtener eslo de manera Interactiva. Una vez

@slablecldos el objetivo, la lluminaclén v al foco dsl microscoplo, 88 procurard mantener
estos pardmetrcs 1o mas estables posible. i :

S e

SEGMENTACION.

Para sliminar varlaciones en la luminacidn {ruldo de baja frecusncla) se efsctta
un filtrado ‘pasa-altas’ sobre la imagen enlera y se multiplica por una constante para
realzar la informacion. Posteriorments la imagen as Invertida, para obtener sl nggalivo ‘
de ella. La segmenfacién presupone que los objetos de Inlerés flenen valores de
intensidad piomedio inenores al valor promedio del fondo y que ocupan un porceniz)e
de la imagen digitalizada que serd esladisticamente constante en toda la nreparaclin,
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Asi, se hace una busqueda en el histograma de la Imagen para encontrar el primer

minimo después del porcentaje que se presupone pertenece al fondo. Este minimo

.3 también esté sujeto a un criterlo: debe ser un minimo absoluto dentro de una vecindad
' de dimension a (ver Figura 1).
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Fig. 1 Histograma de la Imagen

Paor lo general, el minimo encontrado no es excesivamente sensible a estos dos
| parametros y el método es robusto en la meyoria de los casos. Una vez encontrado el
'; nivel de segmentacién, se procede a generar en memoria una estructura que contiene
lodos los objetos resultado de la segmentacion.

CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE OBJETOS.

f® La clasificacién se efectaa utilizando criterios de tamafio y circularidad. Iniclal-
£ ' mente se entrena el sistema para obtener las estadisticas que se ulilizan para obtener
estos criterios. Se alimenta con una muestra considerable de objetos (del orden de 20
nucleos y 10 mitosis), y se obtiene area y factor de forma (Perimetro? [Al1Area) promedio
de cada clase a clasificar. Es factible clasificar los nucleos en varias clases, asi como
las mitosis. La Tabla 1 muestra una grafica de Area contra Factor de Forma, donde
el espacio ha sido dividido en varias clases. Los objetos de area muy pequefia y los
de area muy grande se clasifican como artefactos, independientemente de su faclor
o de forma. De los objetos restantes, los de factor de forma semejante a un circulo se
i clasifican en dos clases dependiendo de su aree, sl ésta es pequefia se clasifican
! como nucleos lipo A, y si es mayor, como nucleos fipo B.

DETECCION DE CUMULOS DE CROMOSOMAS.

| Los objetos restantes se consideran como una mezcla de artefactos y posibles
!T‘ comulos de cromosomas. Para distinguir entre eslas dos posibilidades, se aprovecha
el hecho de que un cimulo de cromosomas esta caracterizado por ser un grupo de
objetos de aproximadamente el mismo tamafio y que se encuentran cercanos entre Bl.
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El procedimiento que se sigue para hacer la deteccldn es el slgulente: se genara una
imagen biraria de eslos objelos Gnicamente y se procede a hacer una operacién de
cerradura. Esto significa que se crecen los objetos N veces (medlante una operacion
de dilatacién) y se decrecen (mediante una erosién) un nimero Igua! de veces de tal
forma que objelos que se encuentran cercancs entre si g2 unan para formar un solo
objelo con Area equivalente a la suma de sus partes, mientras gue objelos alslados -

artefactos en este caso - se mantienen como objelos separados con area igual a la
original.

Después de estas operaclones, se segmenta la Imagen fina! y los objelos
con area mayor grande se seleccionan como cOmulos de cromosomas o milosls y
son contablilizados como tales. De esta forme queda la Imagen separada en cualro
categorias: artefaclos, nucleos A, nucleos B, y comulos ds cromosomas.
LIMITACIONES. LRI

El procedimiento aqui propuesto ha mostrado tener una efectividad de B0En
muchos casos, cierlos arlelaclos que muestran una distribucion espaclal simllar a la
de un cumulo de cromosomas quedarédn contabllizados como mitosls. Esto no es del
todo grave ya que el sistema guardaré las coordenadas del campo donde se encuentran
ias mitosis para su posterior verlficaclon humana. Sin embargo, una limitacion mas grave
gg encuantren an lr falla de detectibn da mitosls muy compactas o muy dispergas, ya
que en el primer caso, la segmentacién produce un nbjelo que queda clasificado como
artefacio, mieniras que en el segundo caso, los cromesomas no llegan & unissa en un
solo objeto con la cperacidn de cerradura. Es mucho més grave la felta de deleccidn
de una milcsis que la deteccion falsa de una milosis ya que el primer caso no puede
ser resuelto mediante verificacién como en el Gitimo. Ot problema que ha presentado

esle sistema ha sido la conlabillzacibn da ciertos artefacles como nlclsos por 8U area
y faclor de forma.

Eslog dos problemas podrén ser alacados haclendo un andlisie multlespeclial
de la imagen; babajando en color. Eslo aprovechana una camctenslica empleada por
! ohservador humano al hacer el anélisis de una laminilla: una delecclén asistida por

Gréfica de Area va. Faclor de Forma.
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