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i NICROESTACION DE PROCESAMIENTO DIGITAL
DE IMAGENES BIONEDICAS.

Corkidi Blance Gabriesl Mirques Flores Jorge
Centro de Instrumentos de la UNAM.

Be describen los elementos y aplicaciones de una miorcestascidn
de procesamiento digital de imdgenes en Biomedicina. Fara su mejor

entendimiento, se explica el contexto en que interviene diocho
sistema.

La alta especializacidén de la Blomedicina, por la complejidad de
sus cbjetos de estudio, involucra aspectos multidisciplinarios
cx interdisciplinarios, asi como métodos de andlisis e instrumentacicén

muy especificos. Para comprender esta espacificidad metodoldgioca y
de instrumentacién, en el campo del andlisis de las imdgenes
biomédicas, es conveniente dar una descripcién del contexte de un
sistemn de Procesamiento Digital de Imdgenss (en adaelants PDI) en
Biomedicina, 1lo cudl nos permitirda entender su disefio, sus
caracteristicas y dominio de uso.

En el orden natural en que se desarrolla un procesoc de andlisis

Y solucién de algunos problemas biomédicos, tenemos los sigulentes
aspectos (Fig. 1):

OBJETO BIOLOGICO. Como punto de partida se cuenta con un organismo
biclégico vive ¢ muerto y/o una muestra del mismo: tejido, células, o
incluso sustancias bioquimicas. Esta fuants de informacidén as 1la qgue
determina el cardcter biolégico-médico de las metodologias de
andlisis posteriores.

? INVESTIGACION BASICA Y DIAGHOSTICO CLINICO. Dicha muestra bioldgica

s sujeta a estudio, con el fin de una comprensién bédsica y/o de
diagndéstico. El fundamento de un estudioc biomédico as un desarrollo
tedrico desde el punto de vista de la Pisiologia, la Farmacobiologia,
la Biofisica, etc. En el caso miAs especifico de la Medicina, el

diagnéstico clinice consiste en una caracterizacién e identificacién
de diferentes patologias.

DISCIPLINA. FEl andlisis.requerido en la investigacién o diagndstice
cae dentro del &mbito de diferentes disciplinas como son: el
Andlisis de Sefiales Biomédicas, la Citologim (células), la Histologia
(tejidos), 1la Bioquimica (por ejemplo, la tincién de diferentes
| elementos o sustancias, etc). Una parte importante de la informacién
bajo estudio, puede estar contenida en forma de imdgenes o sedales
bidimensicnales interpretables visualmente, o con Ayuda da

instrumentacidén especifica. A este tipo de imdgenes las llamaremos
IMAGENES BIOMEDICAS (en adelante IB).

—
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DETECCIOM. Hay diferentes téchicas para producir y rqqistrnr una IE.

Una clasificacién genaral es en tdrminos del tratamiento dal ebjeto
bicldgico:

I# ¥IVD. Cuando la dateccidn da las safiales o imAgensa ga ohtiana
directamente del organismo vivo. Como ejemplos tenemos las

radiocgrafiag, la Resonancia HMagnética Nuclear (RMN), las Tomografias,
. las Ecografias, las técnicas de la Msdicina Nuclear, etc.

IN VITRO. Cuando el andlisis se realiza con muestras aisladas del
sujeto (tejido, células), Los recursos da dateccidn de la imagan se
pueden ejemplificar con la microscopia dptica, 1la sicroscopia

electidnica y el analisis macroscépico (por ejemplo la macro-auto-
radicgrarfia).

AMALIAIS y MBETODOS CLABICO8. Tradiclonalmente la IB producida por
las técnicas antes mencionadas, es analizada medlante una fotografia,
o directamente sobre la preparacidn bicldgica con la ayuda de una
reticula situada en el objetivo dal microscoplo, o bien una cdmara
ldcida. Aun sin la ayuda de un equipo computarizado, sl analista

teba raalizar clertos procescs manuales qus le permitan llegar a un
resultado cuantitative.

Dentro de los pascor y las tédcnican ds andlimie de dicha imagen
mencionarencs principalmante:

- Hejoras y realces, los cuales pusden realizarea dasda la atapa
de tincidn, al usc adecuado de mediocs de contraste, atc.; y en la

detaccidn, mediante, por ejemplo, el Koeller y flltros dpticos dal
micreoscopio.

- Segmentacién visual, que consiste en el reconocimiento Y
extraccién del objeto a cuantificar. Loa critaerios de sagmentacidn

puedsn Bar tan subjstivos como la experlencia dal oparador an algunas
preparaciones biolédgicas.

- Cuantificacion, que puede consistir en un conteo de acuardo a

les criterios de segmentacidn, y la morfometria de ocbjetos con 1la
ayuda da reticulas,

- Finalmente, se integra y organiza la informacidén cuantitativa y
cualitativa del andlisis realizado por madio dec los datos obtenidos,

andlisis estadistico, graficas {(distribucionas, histogramas), atc.

PDI. Con el advenimiente de computadoras cada vez mas podaroRae Yy
accesibles, a todo este trabajo clésico se ha inecorpvorade una epoién
de autcratizacién cada vez mayor, contande con slamantos de andlisis
gqua incluso tradicicnalmante nhe era posibla raalizar, como el ds
sintesis de imidgenes o grafices a partir de cortes sariados, o gua da
alguna forma destaquen exclusivamente las caracteristicas de interés.
La capacidad computacional con gue se puade contar hoy, parmite usar

técnicas de cdlculo intensive, gque manualments rasultaban lmprécticas
o inoperables.

Las contribuciones de PDI al anadlisis ds una IB complemantan Y
agilizan la mayoria de las tdcnicas dascritas, al realizar
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putomidticamente operacicnes de identificacién de objetes, conteo,
ate,

Como ejemplos concretos, nenclonaremos a continuacidn las
operaciones de cardcter mds general.

- Hejora F.flllﬂﬂ de la Imagen.

- Manipulacidn del intarvale dindmico de la sefial da video de
entrada. Esta manipulacidén pusde realizarsse da la ontrada a la
pamoria mediante un ajuste por programa de la ganacla y dal
offset del sistema de adquisiscién y mediante tablas da entrada.

- Manajo de funciones de transferencia y tablas ds busgqueda
(LUT's) de 1la memoria a la ealida (despliegua); permiten
enfatizar parte de la imagen a aexpensas de otras partas
(*stretching®). )
- correccidén fotomdtrica y callbracién de intensidades. En

les casos en gue un gradiente de grisas deba correspondaer b
repetitivamente a una ascala calibrada, es necesario una
correccidn fotométrica, en base a los wvalores extremos gue gRae
manejan tanto en la imagen como en el fondo respective, el cudl '
es también corregido. - :

- Filtros digitales y analégibos, Permiten descartar
informacién inutil, tal come ruido o fondo de clarta frecuencia;
detectar o realzar bordes, suavizar detalles, etc. El filtrado

@8 un Araea muy aextensa da PDI, y poco accamible madiante métodos
clasicos. Algunos filtros importantes son: las convoluciones

que comprenden a los laplacianos, para detectar bordes, las
clases (medias, dilataciones, ercsiones), para suprimir ruido, y

los realces de nitidez (sharpening)s los procesos da

suavizamiente y los filtros pasa banda, que parmiten filtrar una
banda de frecuancias espaciales esspecifica.

- Igualacidén de histogranmas. Este proceso parmite la

manipulacién de la distribucidén de intensidades an una imagen, 2 4
partir del histograma de la misma o© dea una porcién cuya 0
distribucién se guiere mejorar. i

- Segmentacién autométicmn y wmorfolegia. Dade wun critario
proporcionado por el usuario (o qus puede inclusc ser calculado a

partir de un modelo previamente programado), aes posible datectar con
#l sistema de PDI contornes de diferentes chiatnm, Tipicamantae, =)

criterio usade es el de segmentacidén dsl hlatograma, an gqua a partir -
da un nivel de gris de la imagen (o por diferentas lintervalos), re
identifican cuerpos conaxes (o sea, lsocontorncs de niveles de gris),
separando la imagen en informacidn intearior y exterior a dichos

CUBTPOS., Existen otros mndtodos de segnantacidn por métodon
heuristicos y mds especimlirades a un tipo de imagan (por ejemplo, la
deteccién de arterias coronarias, ete.). Caba hacer notar gues al

procese de segmentacidn y reconoclmlante de formas de una IB es uno
de los eslabones mis complejes y dellicados de PDI.

- Cuantificmcidn. Una vez identificades los contorncs y objetos
de interds, son almacaenados, y ae toman medidas de #Area, perimetro,
factor de forma (compacidad), ejes principales, ete., a partir de los »
cudles ea clasifican y separan cbjetes., El tratamiento organizade da
esta informaclén proceda medlante el accese y manipulacién da

B
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estructuras de datos; por ejemple, =a puede clasificar los cbjstos an
agquelles con 4rea grande, alta coupacidad y densidad &ptica en clarte
intervalo, y eliminar aquellos con Area pequeia o baja compacidad.

Otra forma de cuantificacién es la fotomatria y la densitomatria
¢ptica, en gus se analizan las distribuciones de intensidades da
niveles de gris t{densidad optica) en diverras partes de la imagaen.
$1 interesan valores absclutos, se requiere de pasos pravios de
calibracidén y correccién fotomdtrica,

- Presentaclén de Resultadonm {(salidas). En la prasentacicdn ds
resultados se obtlenen Jlistas eapecificas de datos, y en 1la
interpretacidén se puede caracterizar globalmente 1a imagen; por
ejemplo, puede concluirse que la puestra contiena tantas célular de
tal y tal tipo, con un arror estimado dade. Treducida la informacisen
da una imagen 2 series nuzdricas, es poeible su manipulacién
computarizada.

Algunas de las operaciones para presentacidén incluyan:

= Bl andlisis omtadisticeo, an el que los datos son examinados
en conjunto. Se recurra cen frecuencia a grdficas comparativas.
- Archives de rasultados y almacenamionto da indgenss en
disco, cinta, videograbacion, ate., para su postarior uso o
incorporacién a otros elstemas (bases da datos, hojas
elaoctrdnicas, ete).
- Lespliegue en pasudocvior. Dadu gue el ojo humanc sdlo
pueda distingulr alrededor de 16 tonogs dietintes de griam, paro
varios miles de matices de color, la traduccién de B/N a color
arblirario es Util en la representacidén visual del andlicis.
- Bintesis de Imigenas, a partir de la Informacidn cbtanida.
El ejenple mis representativo eg el de reconstrucoldn
tridimensional de objetos a partir de series bidimensionales
(lmdgenes de cortas transversalas, imégenes paracetricas,
tomografias, ete.). .
- Impresidén de graficas Y de imdgenas.

HATERIMLES Y METODOS,

La figura 2 representa un diagrama de blogues de los distintos
elementos gque conforman una microestacidén de PDI,

Para describir el sistema, Jo dividimos en los siguiaentes
subconjuntos:

- Bistema de formacidn da 1a izmagen,

Tres mistemas de formaclidn de la imagen estdin disponibles on la
microestacicn BIOCOM-UNAM:

- Micrescopio dptico. E1 anslisis de preparaciones en
efectuade en wun microscopio equipade  para  alumbrade an
transmisién e incidencia. La oalida para fotografia o# usmada
para adaptar una cAmara de TV con la ayvda < una montura C. El
montaje comprende una “edmara lucida® gqua parmite proysctar o
superponer una imagen externa al microscopio.

- Banco dptico fotomdtricon. La determinacidn de regiones da
interds macroscédpicas mobra preparacionss histolégicar de gran
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tamafio, asi como la cuantificacién de densidad dptica en
documentos histo-auto-radiograficos, requiere de un sistema de
alumbiado especial tipo negatoscopic de alta homogeneidad y
estabilidad.

- Proysotor ds ocortes histelégicos. El reconccimiento.
visual de ciertas regiones, células, es a veces dificil despuds
de la degradacién introducida por un sensor determinadc (por
ejemplo la cémara TV), scbre la imagen de la preparacion. La
proyeccién amplificada de la preparacién por métodos dpticos da
una imagen cuya resolucidn depends del material dptico
utilizado. Esta Iimagen puede ser proyectada en una tableta

grifica para la captura interactiva de 1a informacidn
E - biocldgica.
- Deteccién de la imagen. La deteccién se hace por medio de una

cAmara de TV tipo CCD. Este tipo de sensor proporciona una alta
sensibilidad, estabilidad y homogeneidsd en la imagen necesaria en
las aplicaclones de fotometria. .

3

- Captores de posicién del objeto. Un sistema de sensores XX
optoelectrénicos es instalado en la platina del microscopio. Este
sistema permite la medida lineal de los desplazamiantos X, Y de la
platina con respecto a una referencia absoluta o relativa. De esta
manera, es posible el manejo de resoluciones virtuales muy altas (64K
X 64K pixeles). Ver tambidén la figura 3.

- pigitalimacién. La imagen proporcionada por el sensor de imagen
es acoplada a lo gque llamamos el subconjuntc de procesamiento de
imidgenes. Este subconjunto estid formado por una tarjeta electrénica
de alta integracidén MATROX PIP 1024 x 1024 que va instalada en el bus
de la microcomputadora tipo AT. Esta tarjeta de adquisicidén realiza
las funcionss de conversién A/D, memoria de video, y funciones
primitivas de procesamiento y graficacidén. Las resolucionaes son: en
monocromadtico, 4 imAgenes de 512X512 por B8 bits por pixel o una
imdgen de 1024X1024 por 8 bits; y en color, 1 imagen de 512X512 por
24 bits por pixel (8 por cada planc de color).

- Tratamiento. Distinguiremos dos tipos de tratamiento: el
tratapiento sobre la imagen de video (visualizacién de la imagen
procesada sin modificacién de su representacién en memoria por medio
de las tablas de entrada y salida), y el procesamiento sobre la
imagen memorizada (aplicacién de la funcidn de transformacién scbre
la memoria de la imagen.

- visualisaeién 'y edicién. Aparte de la visualizacion y edicién
en el monitor de imagen, el sistema permite editar las IB en papel
bond, con la ayuda de una impresora tipo laser. La reproduccidn
obtenida con esta impresora es binaria (formada por puntos blancos ¥y
NEgros) . los tonos de gris son reproducidos mediante tramado de
puntos en una matriz que codifica a cada pixel. .

- ' PRlamentos de Captura. consideramos los elementos que

_ intervienen en la captura o seleccién de Iinformacion en tres
z categorias de imagen:

—
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- Captura sobre una imagen dptica. Para evitar la pérdida de
calidad de la imagen inherente al procesc de adguisicién,
conslderaremos un preocesc altamente interactivo, en que, como
caso tipico, #e proyecta la wmuestra histoldgica sobre una
tableta grafica, superponiendo al campo un cursor ¢ pluma
alectrénica gue permiten seleccionar el contorno o contar las
cdlulas directaments sobre la imagen proyectada (var figura 3).

- Captura sobre una lmagen digital.

En modo seniamutomdétioco, la captura se realiza mediante
un ratén, dada una zona predefinida (un cuadro, por
@jemplo) © un cursor, gque aparecen superpusstos a la
imagen digital.

En modo automdtico, el sistema cuenta con un algoritmo
de segmentacién poligonal automdtico. Se especifica un.
umbral de segmentacién (nivel de gris) y una
aproximacidn poligonal (finsza dsl contorno).

- Unidad de odmputo (gestidn). La microestacién da la UDIPI dal
CIURAM astéd basada en computadoras PC-AT compatibles o PC-3B6/286.
Esta computadora controla leos diferentes periféricos tales como 1la
tarjata de PDI, los captores de posicidn X, Y, la imprescra laser de
imdganas, asi como los dispositivos de entrada como la tableta
grifica, el ratén, atc. '

SOFTHARE X APLICACIONES.

Dentro de las funciones y aplicaciones de una microestacicén de

PDI, y tomando el casc concreto del sistema BIOCOM-UNAK, tenemos las
slguientes:

FUKCIOHES GENERALEB:

- Hanlpulacldn de imdgenes: adquisicién, visualizacién, determinacién
de umbral en tiempo real de imdgenes digitales (blanco y negro,
ssude color y color verdaderc), correccicnes fotométricas,
manejo de plancs de imagen (zoom, reduccidn, etc), manejo
indapendiente del planc imagen y del plano grafico (
almacanamiento, copia, intarcambio, borrado, etec), supsrposicién
de Erﬁficas y de texto, almacenamlento en soporte magnético u
sptico.

- Procesamiento de Imdgenss: Operaciones aritméticas y 1légilcas,
filtraje, convoluciones, alisadeo, mejora de contrastea,
igualacidén de histogramas, manipulacidén de las tablas da color.

= Andlipis fotomdtrice: HMedida de ivales da gris, paerfiles,
histogramas.

- Begmentasidn automdtica: Extraccldn de contornos y representacién
por poligonos (vecteorea), umbral y fineza dal contorns
ajustables, conteo da cbjestos.

~ Horfometris: Calibracidn, etigueatade da objstos, categorias, medida
de 12 pardmatreos dlferentes scbre conternos adquirldos por
megmentacién poligonal.

= Utilerias: Mascarillas de entrada y de despliequa, impresién larer
de imagenesz, la coordinacidin de la etapa de captura con al
coentrol automdtico da platinns mévilea, ate. A eatos madulor e
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agraga un clerto nimero de utilerias que permiten ol
encadenamiento automitico de comandos, manaje de archivos de

resultados y su Interfaz con paguetes clasices de procesemiento
estadistico.

APLICACIOHEE BIOMEDICAS:

- -Autc-radiografia. Medida de las Reglones de interés despues de la
calibracion por estadndares radioactivos. Agrupacién de
Receptoraes, consumo de gluccsa, localizacién de medicamentos.

- Histologia. AnAlisis de cortes histolégicoe en aplicaciones de
Anatomia Patoldgica, Neuro-Anatomia, Y Biologia celular.

Visualizacién de 1los contornos o puntos dibujados a alto
aumente, dentro de las zonas de interéds daeterminadas a bajo
aumente (técnica llamada MACROANALISIS).

Cartografia, elaboracién de un mapa de regiocnes y registro de su
localizacién en cortes histolégicos, con resolucionas virtuales
mucho mayores a las manejadas convenclonalmente por loe sistemas
tradicionales (64,000 x 64,000 pixels).

Hibridacidn in wmitu. cuantificacién de granos por conteo
individual o por medida de integracién de luz.

Electroforesis. cuantificacidén de los Geles, Fllms y bandas da
Electroforesis. Seleccién interactiva de las Regiones de
Interés, diréctamente scbhre la imagen. Deteccian y
cuantificacién instantdnea de Picos utilizando el métode de
lineza de base y wun modelado Gaussianao. Resultados numéricos
normalizados (Rf y Concentracién).

Carietipos/citelogia, Analisis celular por medio de microscopio
déptico con platina motorizada Y focalizacién automdtica, En
Cariotipo, deteccién automadtica de matafases Yy clasificacién
femi-automdtica de cromcscmas.. En Onceleogia, medicidn dal
contenido de ADN y andlisis por densitometria. Conteo de células
per api-fluorescencia.

- Reoonstruccidén Tridimonpional. Sintesis de imsgenes en tres
dimensiones basada en series de cortes. Visualizacién y
cuantificacisn. '

= EtCL

1

COMCLUBIOMES:

El sistema descrito denominado Microcatacion BIOCON-200-500 fue
desarrollado recientemente per la Sociedad DIOCOR (Francla), con 1la
colaboracion de personal del Centro de Intrumentics de la UNAN. Picho
sistera ha sido instalado en mis de 100 laboia’orios de investigacidén
basica y clinica (Francia, Canadd, EUA y México), contribuyendo con
su potencialidad y accesibilidad, al  aumento de la eficlaencia,
precisidn y creatividad dentro de la investigacién biomddica.

El sistema BIOCOM-UNAM, con toda s=u informacién tacnica ¥
capacidad da desarrollo en extansidn, forma parte dea la
infraestructura de base de la UDIFI (Unidad de Digitalizacién vy
Procesamiento de Imdgenes) del CIUNAM, la cual formalizd un convenle
de colaboracién BIOCOM-UNAM el pasado Eneroc 1990 (Gaceta UNAN Ensro
25/90). Dicha Unidad se encuentra capacitada (recursos humpanos y
materiales) para llevar a cabo dasarrollos especificos en PDI,

e g
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Mencionaremos algunos proyectos actuales de relevancia que se llevan
a cabo &#n la UDIPI:

- Determinacién del Indice Mitétice, en colaboracidén con el IIMAS
y a1 IIB, qguienes, junto con la UDIFI forman un grupo de PDI.

- Morfometria Celular del Endotelio Corneal. Bajo convenio con el
Instituto de Oftalmologia Fundacién "Conde de Valenciana™.

- Andlisis Morfolégico de Distribuciones de Cromatina en HNicleos
Celulares. En colaboracién con la Facultad de Clencias de la
UNAM.

- Andlisis automatizado del MNervio Bafemo. Bajo convenlo con el
Instituto Nacional de Neurologia y NHeuro-cirugia.
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