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RESUMEN

Las imagenes de leucocitos obtenidas del microscopio Optico con camara digital
incorporada poseen grandes tamarios generando problemas en el almacenamiento y
transmision de la informacion. En este trabajo se disefia y ponen a punto algoritmos para la
compresion automatica de imagenes de microscopia digital, especificamente los leucocitos
con JPEG 2000, que han sido adquiridas con un microscopio éptico y una camara digital
incorporada, garantizando méaxima compresion y calidad en la region de interés (ROI)
seleccionada (leucocitos). Se elabora un algoritmo que consta de varios pasos como son: un
proceso de pre-segmentacion empleado en las imagenes para determinar las ubicaciones de
los leucocitos, luego de conocer la ubicacion se extraen subimagenes de la imagen original
y se le aplica el proceso de segmentacion final para luego comprimir dichas sub-imagenes
con JPEG 2000 y la biblioteca Kakadu en un intervalo desde 0.001bpp hasta 0.2bpp, con 40
pasos de compresion. Para tener un estimado de la calidad de las imagenes comprimidas se
hace el calculo de la curva de indice de similitud estructural (IWSSIM) sobre dicha ROl y
se propone el maximo indice de compresion. Con algoritmo desarrollado se logra una
considerable reduccion de espacio de memoria a la hora de almacenar las imagenes de

leucocitos, y ademas facilita la transmision a través de las redes de comunicacion.
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INTRODUCCION

Las imagenes producidas por las técnicas de microscopia digital se caracterizan por
tamarios de archivo grande, debido a la cantidad de bits empleados por cada pixel y a las
propiedades de alta resolucion de los dispositivos de adquisicion digitales. La cantidad de
tales imagenes obtenidas en la practica diaria, también dependiendo del tipo de estudios
requerido para cada aplicacion en particular, puede ser grande, llevando a los problemas de
almacenamiento y transmision de los datos a través de las redes de comunicacion [1], [2].
Este problema trae consigo la necesidad de utilizar técnicas de compresion de datos para
reducir al minimo el espacio necesario para almacenarla y transmitirla. En la actualidad,
uno de los codec mas utilizados debido a sus bondades, es el JPEG 2000 basado en la
transformada de Wavelet [3], [4]. La reduccion del tamafio de archivos en las imagenes de
microscopia por medio de los algoritmos de compresion con pérdidas, como el cddigo
JPEG 2000 puede trabajar con niveles de compresion mayores comparado con su antecesor
el JPEG, el cual esta basado en la transformada discreta del coseno. La utilizacion de un
algoritmo de compresion con pérdidas puede afectar el diagndstico realizado a través de las
imagenes reconstruidas, por lo que se hace muy importante controlar las pérdidas en el
proceso de compresion. La preservacion de la calidad de la imagen es esencial, por
ejemplo, el conteo de los leucocitos en la sangre dentro del campo de observacidn pueden
llevar a la identificacion y/o diagndstico de varias patologias, como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, canceres, o infecciones cronicas. Las estructuras de detalles
finos que identifican o diferencian los diferentes tipos de leucocitos, son sensibles a las
distorsiones, como ruido o artefactos introducidos por los algoritmos de compresién con
pérdidas. Estos tienen mayor valor de tasa de compresién (CR) que los algoritmos de
compresion sin pérdidas por lo que introduce distorsién en las imagenes al ser
comprimidas, afectando particularmente la definicion de los bordes y por consiguiente,
arriesgandose la identificacidn correcta de las estructuras y el diagndstico hecho a través de
estas imagenes [5]. Varias investigaciones se han llevado a cabo para establecer un limite
de CR para tipos de imagenes especificos donde son usados algoritmos de compresion con
pérdidas [6],[7],[8]. En este trabajo, se propone una estrategia para la estimacion del
maximo CR aceptable donde los deterioros introducidos en las imagenes por el cddec, no

afecten la correcta identificacion de los leucocitos. Para este cometido se puso a punto un
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algoritmo de segmentacion que permitiese determinar las regiones de interés (leucocitos) y
luego sobre estas se calculé una medida de calidad objetiva comparando la imagen original
con varias versiones comprimidas de esta. De este modo se obtuvo una especie de curva de
calidad para una imagen dada; luego se propone una estrategia para determinar un punto en
esta curva que se corresponderia con el maximo CR estimado, donde la calidad de la
Imagen no sufre deterioros apreciables a simple vista por un observador humano. De este
modo los resultados alcanzados por el algoritmo fueron luego validados por observadores

humanos no expertos.
Objetivo General

Disefiar y poner a punto algoritmos para la compresion con JPEG 2000 de imagenes de
leucocitos adquiridas con un microscopio 6ptico y una camara digital, garantizando

maxima compresion mientras se mantiene la calidad empleando Matlab.
Objetivo Especifico

1. Evaluar el desempefio de varios algoritmos de segmentacion y su puesta a punto para la

determinacion de regiones de interés.

2. Disefiar y poner a punto algoritmos para la compresion de imagenes de leucocitos con
JPEG 2000, usando medidas de calidad objetivas y criterios de observadores no

expertos.
Organizacion del informe.

Este trabajo esta estructurado de la siguiente forma: introduccion, capitulario, conclusiones,
recomendaciones, referencias bibliograficas y anexos. En el Capitulo 1 se tratan las
caracteristicas morfologicas de los leucocitos, la descripcion de las herramientas para la
adquisicion de las imagenes asi como el funcionamiento de los algoritmos de compresion
con pérdidas especificamente el cddec JPEG 2000. El Capitulo 2 describe las herramientas
empleadas para el proceso de pre-analisis y el procedimiento de segmentacion realizado a
las imagenes. Se explica el proceso de compresion aplicado utilizando la biblioteca Kakadu
y se propone una medida de calidad objetiva para estimar la calidad de las imagenes en
nuestro caso indice de similitud estructural (IWSSIM). EI Capitulo 3 muestra los graficos

correspondientes al calculo de la métrica objetiva Indice de Similitud Estructural
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(IWSSIM) propuesta para tener un estimado de la calidad de las imagenes, para luego
proponer un méximo indice de compresion para las imagenes. Por ultimo, en los anexos se

pueden encontrar los codigos en Matlab utilizados en la realizacion de este trabajo.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se aborda las caracteristicas generales y clasificacion de los elementos
constituyentes de la sangre fundamentalmente los leucocitos. Se muestra la descripcion de
las partes, funcionamiento y aplicaciones de los instrumentos que realizan el proceso de
adquisicion de las imagenes, y por ultimo se explican los algoritmos de compresion con

pérdidas empleados en este trabajo especificamente el codec JPEG 2000.
1.1 Elementos constituyentes de la sangre.

En esta tesis se trabaja con imagenes de microscopia celular, especificamente con imagenes
de leucocitos; estos pertenecen a la sangre que es una forma especializada del tejido
conjuntivo, compuesta por una sustancia intercelular liquida Ilamada plasma que circula por
las arterias y las venas de los organismos, la cual esta compuesta por tres tipos basicos de
células o elementos celulares: los eritrocitos también conocidos como glébulos rojos o
hematies, las plaquetas y los leucocitos también nombrados glébulos blancos. Ver Figura
1.1.[9],[10],[11],[22].

Los gldbulos rojos (eritrocitos o hematies) presentan un color amarillo verdoso pero en
masas densas adquieren un color rojo, debido a la alta concentracion que contienen de

hemoglobina, ver Figura 1.2.
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Piasma: Parte liquida que forma la sangre.

Glébulos rojos (Erirrociios)
Plaquetas (Trombocitos)
Sangre ) Basdfllos
hemana | Paguere Presentan nacleo
ficl’lfll::;:uc de forma irregular Neutrdfilos
componen a Gloébulos @ lobniada. Eosindfilos
la sangre. blancos
(Leucocitos) No Segmentados: | . .
Presentan nucleo nfocken
de forma regular .
(redondeada). Monocitos

Figura 1.1. Componentes de la sangre humana. [13]
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Figura 1.2. Glébulos rojos.

Este pigmento se separa con facilidad de los hematies por un fendmeno conocido con el
nombre de hemolisis. Presentan la forma de discos biconcavos y de perfil se presentan

como cuerpos alargados con extremos redondeados. [13]

Los glébulos blancos presentan distinto aspecto morfolégico (Figura 1.3) dependiendo en
qué etapa de su vida se encuentren, razén por la que lleva una denominacion distinta al
encontrarse en una de sus cinco etapas de formacion hasta convertirse en un leucocito
maduro[14]. Etimoldgicamente los leucocitos deben su nombre a las palabras leuco
(blanco) y cito (célula). En personas saludables, el nimero de leucocitos varia entre 5000 y
10000, en condiciones patoldgicas pueden estar aumentados (leucocitosis) o disminuidos

(leucopenia)[15].

Los globulos blancos o leucocitos son células nucleadas que se encuentran en cantidad

mucho menor que los eritrocitos. En la sangre humana pueden distinguirse dos tipos
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principalmente: los leucocitos no segmentados o agranulosos y los segmentados o

granulosos como también se les conoce.

s T

"~

Figura 1.3. Glébulo blanco.

1.1.1 Leucocitos Granulosos.

Existen tres clases de leucocitos granulosos, como se muestra en la Figura 1.4, los cuales
contienen granulos especificos en su citoplasma. Se les denomina neutrdéfilos, eosinofilos y
basofilos, segun la reaccidbn de coloracion de sus granulos citoplasmaticos,
[91,[101,[11],[12].

Comprenden del 55-65% del total de los leucocitos y su didmetro varia de 10-15um en
estado fresco, este tipo de célula recibe su nombre segin los numerosos granulos
neutréfilos que abundan en su citoplasma. En estado fresco tienen aproximadamente de 9-
10 pm de diametro, mientras que en los frotis secos varian de 12-14 um. Representan del 1-
3% del total de leucocitos en sangre normal. Son las células mas dificiles de observar, pues
constituyen del 0-1% y su tamafio es aproximadamente igual al de los neutréfilos, de 10-

12um. El nicleo es de contornos irregulares y en ocasiones bilobular [16][16].

Figura 1.4. (a) Neutrdfilos, (b) Eosinofilos, (c) Basofilos. [17]
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Los neutrofilos poseen un solo nicleo y una mancha color purpura, estan divididos de dos a
cinco segmentos de lébulos, estos estan separados por una fina capa o filamento de material
nuclear. Los cromosomas del nucleo son heterogéneos. Los neutrofilos del citoplasma son
de un color azul palido y estan unidos con las manchas de granulos que son de color lila.
Los neutrdfilos son producidos en la médula y pasan de seis a diez horas circulando por la
sangre moviéndose desde los capilares hasta los tejidos, realizan su funcién principal en los
tejidos. Ellos se mueven preferentemente a sitios de infeccion e inflamacion. El proceso de

movimiento ocurre en respuesta a la actividad y a las sefiales quimicas. [9],[10],[11],[12].
1.1.2 Leucocitos Agranulosos.

Hay dos tipos de leucocitos agranulosos, los linfocitos, que son células pequefias de tamafio
aproximado al eritrocito, nucleo redondeado y escaso citoplasma, y los monocitos, células

de mayor tamafio.

Los linfocitos son células esféricas que alcanzar un diametro de 6-8 um. Forman parte del
26-40 %de los leucocitos y se presentan generalmente como células redondeadas, de ndcleo

grande, rodeado por un escaso borde citoplasmatico.

Los linfocitos son el segundo grupo mas numeroso de leucocitos circulando por la sangre
después de los neutr6filos. Ellos son tan pequefios como los leucocitos granulosos.
Presentan contorno irregular, color azul palido, y cumple con la funcién de limpiar el
citoplasma. Algunos linfocitos tienen un nimero variable de granulos. Estan divididos en
tres categorias morfologicas, dependiendo del tamafio, de la cantidad en el citoplasma y de
la presencia o ausencia de granulos citoplasmaticos [9],[10], ver Figura 1.5 (a). Los
monocitos estan agrupados dentro de los leucocitos agranulosos. Son células de gran
tamafio que miden de 9-12um de diametro, comprenden solamente del 2-8 % de los
leucocitos de la sangre normal. Poseen un citoplasma abundante de color azul grisaceo

palido. Realizan su funcion principal en los tejidos, ver Figura 1.5 (b).
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(a) (b)

Figura 1.5. (a) Linfdcitos, (b) Mondcitos. [17]
1.2 Microscopio éptico.

En el microscopio distinguimos un sistema optico destinado a la iluminacion y obtencion
de una imagen muy aumentada del objeto examinado y un sistema mecanico (0 montura),
cuya finalidad es la de sustentar convenientemente los elementos 6pticos y los preparados
que se examinan (Figura 1.6). La parte déptica fundamental del microscopio esta formada
por dos sistemas centrados de lentes de aumento o convergentes: el objetivo y el ocular, y
por el aparato de iluminacion, que facilita y mejora la observacion microscopica. A

continuacion se muestran las partes de este microscopio:

a) Ocular: lente situada cerca del ojo del observador que capta y amplia la imagen formada
en los objetivos.

b)Objetivo: lente situada cerca de la preparacion que amplia la imagen de ésta, lo que
significa que es muy importante este elemento del microscopio; es un elemento vital que

permite ver a través de los oculares.

c) Condensador: lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion.

d) Diafragma: regula la cantidad de luz que entra en el condensador.

e) Foco: dirige los rayos luminosos hacia el condensador.

f) Tubo: cdmara oscura unida al brazo mediante una cremallera.

g) Revolver: sistema que coge los objetivos, y que rota para utilizar un objetivo u otro.

h) Tornillos macro y micrométrico: tornillos de enfoque, mueven la platina hacia arriba y
hacia abajo. EI macrométrico lo hace de forma rapida y el micrométrico de forma lenta.

Llevan incorporado un mando de bloqueo que fija la platina a una determinada altura.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ocular
http://es.wikipedia.org/wiki/Objetivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Rayo_luminoso
http://es.wikipedia.org/wiki/Cremallera
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tornillo_de_enfoque&action=edit&redlink=1
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1) Platina: Es una plataforma horizontal con un orificio central, sobre el que se coloca la
preparacion, que permite el paso de los rayos procedentes de la fuente de iluminacion
situada por debajo. Dos pinzas sirven para retener el portaobjetos sobre la platina y un
sistema de cremallera guiado por dos tornillos de desplazamiento permite mover la

preparacion de delante hacia atras o de izquierda a derecha y viceversa.

Para evitar las aberraciones geométricas se construyen los llamados objetivos planos o
planaticos, lo cual suele estar indicado en el propio objetivo con la inscripcion PLAN. Los
objetivos que estan corregidos para las aberraciones cromaticas se denominan acromaticos
(corregidos para el rojo y el azul), semiapocromaticos (corregidos para el rojo y el azul y
tienen una mayor apertura numerica) y finalmente los apocromaticos (que son de mayor

calidad y estan corregidos para el rojo, el azul y el verde)[18][19].

Figura 1.6. Microscopio 6ptico: a) ocular, b) objetivo, ¢) portador del objeto, d) lentes de

la iluminacion, e) sujecion del objeto, €) espejo de la iluminacion.
1.3 Aplicaciones del microscopio 6ptico.

El microscopio 6ptico ha sido de gran utilidad en el campo de la medicina, sobre todo en
los campos de la ciencia en donde la estructura y la organizacion microscépica es
importante, incorporandose con éxito a investigaciones dentro del &rea de la quimica, la
fisica, la geologia y en el campo de la biologia (en el estudio de estructuras microscépicas
de la materia viva), por citar algunas disciplinas de la ciencia .Hasta ahora se da uso en el
laboratorio de histologia y anatomia patoldgica, donde la microscopia permite determinadas

aplicaciones diagnosticas, entre ellas el diagnostico de certeza del céancer, numerosas


http://es.wikipedia.org/wiki/Platina
http://es.wikipedia.org/wiki/Histolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Anatom%C3%ADa_patol%C3%B3gica
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
http://es.wikipedia.org/
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estructuras cristalinas, pigmentos, lipidos, proteinas, depdsitos éseos, depdsitos de
amiloide, etcétera [19]. Una variedad de microscopio éptico es el trinocular que a
diferencia de los demas posee un tercer ocular para la captura de imagenes mediante una
camara fotogréafica acoplada al mismo y que luego son enviadas a una computadora para su

analisis, ver Figura 1.7.

| »

Figura 1.7. Microscopio éptico trinocular.

1.4 Camara digital.

Una céamara digital es una cadmara fotografica que, captura y almacena fotografias
digitalmente mediante un dispositivo electrénico, o en cinta magnética usando un formato
analdgico como muchas camaras de video .La resolucion de una camara fotogréafica digital
esta limitada por el sensor de la cAmara (generalmente un CCD o CMOS) que responde a
las sefiales de luz, substituyendo el trabajo de la pelicula en la fotografia tradicional. El
sensor se compone de millones de cubos que se cargan en respuesta a la luz. Generalmente,
estos cubos responden solamente a una gama limitada de longitudes de onda ligeras, debido
a un filtro del color sobre cada uno. Cada uno de estos cubos es un pixel, y se utiliza un
algoritmo de mosaicismo e interpolacién para unir la imagen de cada gama de longitud de
onda por pixel en una imagen del RGB donde estan las tres imagenes por pixel para
representar un color completo, ver Figura 1.8. Los dispositivos CCD transportan la carga a
través del chip hasta un conversor analégico-digital. Este convierte el valor de cada uno de
los pixeles en un valor digital midiendo la carga que le llega. Dependiendo del numero de

bits del conversor obtendremos una imagen con mayor o menor gama de color. Por


http://es.wikipedia.org/wiki/CÃ¡mara_fotogrÃ¡fica
http://es.wikipedia.org/wiki/FotografÃ­a
http://es.wikipedia.org/wiki/Digital
http://es.wikipedia.org/wiki/ElectrÃ³nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Cinta_magnÃ©tica
http://es.wikipedia.org/wiki/AnalÃ³gico
http://es.wikipedia.org/wiki/CÃ¡mara_de_video
http://es.wikipedia.org/wiki/CCD_(sensor)
http://es.wikipedia.org/wiki/Sensor_CMOS
http://es.wikipedia.org/wiki/PÃ­xel
http://es.wikipedia.org/wiki/PÃ­xel
http://es.wikipedia.org/wiki/Conversor_analÃ³gico-digital
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ejemplo, si se utilizase un sélo bit tendriamos valores de 0 y 1, y sélo podriamos
representar presencia o ausencia de luz, lo que supondria una imagen en blanco y negro

puro.
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Figura 1.8. Formacion de un color.

Por otro lado, los aparatos CMOS contienen varios transistores en cada pixel. El proceso de
conversion digital se produce en la propia estructura del sensor, por lo que no se necesita
un conversor afiadido. Su proceso de fabricacion es mas sencillo, y hace que las camaras
que utilizan esta tecnologia resulten mas baratas. La cantidad de pixeles resultante en la
imagen determina su tamafo. Existen varios factores que afectan la resolucién de un sensor
como puede ser el tamafio del sensor, la calidad de la lente y la organizacion de los pixeles.
Los pixeles excesivos pueden incluso conducir a una disminucion de la calidad de la
imagen. Cada sensor del pixel es tan pequefio que recoge muy pocos fotones, y asi la
relacion sefial-ruido(SNR) disminuird. Esta disminucion conduce a cuadros ruidosos,

calidad pobre en sombras y generalmente a imagenes de pobre calidad[20].
1.5 Conexién de la cdmara digital a un microscopio optico.

Un adaptador éptico mecéanico es importante en fotografia digital. Dicho adaptador sirve de
enlace entre la camara y el microscopio. Es importante que la conexién mecanica sea firme,
pues cualquier movimiento minimo o vibraciones de la camara, reduciria la calidad de la
imagen notablemente. Adicionalmente, se requiere un adaptador dptico para el trayecto de
luz con el que se lograra asi que el sensor CCD/CMOS de la camara proyecte una imagen

de total nitidez e iluminacion.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bit
http://es.wikipedia.org/wiki/Formato_del_sensor_de_imagen
http://es.wikipedia.org/wiki/RelaciÃ³n_seÃ±al/ruido
http://es.wikipedia.org/wiki/Fotograf%C3%ADa_digital
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El procedimiento para adaptar la camara al microscopio consiste en desmontar el lente mas
exterior del ocular del microscopio y colocar la cdAmara ensamblada con los accesorios
adecuados en lugar de este, sujetandola con tornillos de presion. En la Figura 1.9 se
muestra este procedimiento .Para enfocar la imagen se mueven manualmente las perillas de
los micrometros del microscopio hasta tener una vision clara de la imagen en el monitor.

No obstante, existen variaciones en la iluminacion que no se logran controlar [13]

Figura 1.9. Procedimiento de instalacion de la camara. l1zquierda.- Montaje de Accesorios.
Derecha.- Camara ajustada al microscopio.

1.6 Compresion con pérdidas de imagenes con el codec JPEG 2000.
JPEG 2000 es una norma para la compresion de imagenes basada en la transformada

Wavelet [21]. Fue creada por el comité Joint Photographic Experts Group que
anteriormente habia creado el algoritmo JPEG basado en la transformada discreta del
coseno (TDC). JPEG 2000 puede trabajar con niveles de compresion mayores a los de
JPEG sin incurrir en los principales defectos del formato anterior con altas tasas de
compresion: generacion de bloques uniformes y aspecto borroso. También se adapta mejor
a la carga progresiva de las imagenes [21]. Este codec permite la posibilidad de seleccionar
un "Area de Interés" evitando transmitir detalles de toda la extension de la imagen. Esto
quiere decir que el usuario encuadra la zona que desea visualizar con méas detalles con el
consecuente ahorro en el ancho de banda de transmisién, dejando con menos detalles el

resto de la imagen, ver Figural.10 [21].
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1.7 Ventajas del uso de JPEG 2000 con respecto a JPEG.
e Flujos de datos comprimidos altamente escalables.
e Eficiencia de compresion mejorada (40-60% mas de compresion que JPEG a las
misma calidad).

e Ejecucion de pérdida progresiva cercano a sin perdidas, dentro de un solo flujo de

datos.
e Acceso aleatorio a los datos para que se ajusten a un amplio rango de aplicaciones,
o Habilidad de mejorar la calidad asociada a regiones de la imagen mediante capas
de calidad.

e Mejor resultado de compresién a bajas tasas de bits. Posibilidad de definir regiones

de interés dentro de la imagen (ROI),

e Varios modelos de color y multiples componentes [22].

Formato de Fichero

|

Flujo de Codigo
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Ordena- Decodi- Mode- Decuan- Transf.
miento ficado lado LN tizacion

L ] Inversa
de Aritmé- Coefi-
datos tico ciente

J 5

magen Reconstruida

Figura 1.10. Diagrama de bloques de los principios del codificador JPEG 2000.
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1.8  Funcionamiento del cédec JPEG 2000.
El estandar JPEG 2000 se basa en la idea de que los coeficientes obtenidos de la

transformacion Wavelet (TW) a pixeles decorrelacionados en una imagen, son

codificados con maés eficiencia que los valores propios de los pixeles [23].

La funcion basica de la TW es concentrar los pixeles con la mas pertinente informacion
visual en un pequefio nimero de coeficientes. El resto de los coeficientes son
cuantizados o truncados a cero si esta siendo llevada a cabo una compresion con
pérdidas, ver Figural.1l [23].

magen Transf. Transf. Normali- Codifi- Imagen
rRGe [N Color [ N LN zadorde | | cador _[\ .
RGB-to- Wavelet Cuantiza- de Compri-
V| vcber [ WA ] cién /] Simbo- _l/ mida
los

Figura 1.11. Bloques bésicos involucrados en la compresion de imagenes usando el
estandar JPEG 2000.

Antes de aplicar la TW a una imagen RGB, por ejemplo, los pixeles de la imagen son
llevados del dominio RGB al dominio de color YCbCr. Aplicando una transformada de
color a la imagen es una excelente forma de correlacionar la informacion de color contenida

en la imagen. Una vez que esto estd hecho puede aplicarse la TW a la imagen.

La descomposicién inicial de la imagen después del primer nivel de aplicacion de la TW
resulta en 4 sub-bandas. La primera es una aproximacién de baja resolucién de la imagen.
Las bandas restantes son las frecuencias caracteristicas horizontal, vertical y diagonal de la

imagen, ver Figura. 1.12 [24].

El nimero de coeficientes es entonces cuantizado para compresion con pérdidas o
codificado si es deseada una compresion sin pérdidas. El resultado es un conjunto de
coeficientes que contienen la informacion de la imagen contemplando sus caracteristicas de

frecuencia y espacio [24].
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Figura 1.12. Wavelet sub-bandas.

La reconstruccion de la imagen usando JPEG2000 es llevada a cabo realizando los pasos

inversos a la compresién, ver Figura 1.13 [24].

Imagen Decodi- Denor- Transf. Transf. Imagen
compri- |_N ficador N maliza- N Wavelet N Color N
) Reconst
mida de dorde Inversa YCbCr ]
JPG2K |/l Simbo- I/l Cuanti- 1% I/l -to- / ruida
. RGB
los zacion RGB

Figura 1.13. Pasos para la reconstruccion de una imagen JPEG 2000.
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CAPITULO 2. COMPRESION DE IMAGENES DE
LEUCOCITOS CON JPEG 2000

En este capitulo se mencionan las herramientas utilizadas en el desarrollo del trabajo, las
que incluyen Matlab para la puesta a punto de algoritmos y Cellprofiler, un software basado
en Matlab, para el analisis de imagenes celulares, el cual se usa principalmente para tareas
de segmentacion. Ademas se describe la base de datos de imagenes de leucocitos empleada
en la puesta a punto de los algoritmos. Se explican también los algoritmos empleados para
comprimir estas imagenes de forma automatica, los que incluyen tareas de
preprocesamiento, segmentacion, filtrado, uso de medida de calidad objetiva, compresion,

entre otras.

2.1 Procesamiento de imagenes con Matlab.

El software seleccionado para la puesta a punto de los algoritmos desarrollados en este
trabajo fue el MATLAB [25] en su version 7.10 del 2010. MATLAB es el nombre
abreviado de “MATrix LABoratory”. Es un programa para realizar calculos numéricos con
vectores y matrices. Como caso particular puede también trabajar con nimeros escalares
tanto reales como complejos, con cadenas de caracteres y con otras estructuras de
informacion méas complejas. Una de las capacidades més atractivas es la de realizar una
amplia variedad de graficos en dos y tres dimensiones. MATLAB tiene también un
lenguaje de programacion propio. Es una de las aplicaciones mas Utiles que existen para
poner a punto métodos numéricos en distintas materias de la ingenieria. Por ser una
herramienta de alto nivel, el desarrollo de programas numeéricos con MATLAB puede
requerir hasta un orden de magnitud menos de esfuerzo que con lenguajes de programacion
convencionales, como Fortran, Pascal, C/C++, Java o Visual Basic. El entorno de trabajo es
muy grafico e intuitivo, similar al de otras aplicaciones profesionales de Windows.
MATLAB a demas de disponer de un cddigo basico, también incluye varias librerias
especializadas (toolboxes) en varias ramas de la ingenieria, entre las que se encuentran la de

Procesamiento de Imagenes, Procesamiento de Sefiales y Estadistica.
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2.2 CellProfiler.

CellProfiler es un software libre y de codigo abierto elaborado en Matlab. Este fue
especialmente disefiado para permitir a bidlogos, sin capacitacion en vision por computador
0 programacion, medir cuantitativamente fenotipos de miles de iméagenes celulares
autométicamente. Los algoritmos avanzados de analisis de imagen estan disponibles como
modulos individuales que se pueden colocar en orden secuencial para formar una tuberia
(pipeline). Estos mddulos permiten cargar distintos formatos de imagen, realizar
correcciones de iluminacién, identificar objetos de interés como pueden ser las células y
determinar distintas propiedades relacionadas con la forma, el tamafio y el color, entre
muchas otras posibilidades [26]. En este trabajo se emplea CellProfiler especificamente

para la segmentacion de las imagenes de leucocitos.

2.3 Base de datos de iméagenes de leucocitos.

En este trabajo se utilizaron imagenes de microscopia celular de leucocitos. Las mismas
fueron adquiridas con una camara digital modelo 318CU, la cual posee un sensor
micrométrico CMOS que permite obtener imagenes a color de 24 bits. En la Tabla 2.1 se
muestran las propiedades de la camara utilizada. Esta estaba incorporada a un microscopio
trinocular Accu-scope 3016PL con objetivo de 100X en inmersién de aceite y oculares de
10X.

En total fueron seleccionadas 75 iméagenes, en las cuales aparecen distintos tipos de
leucocitos: linfocitos, monocitos neutréfilos, basofilos, eosinofilos. Estas imagenes tienen
una resolucion de 2048H x 1536V, con un tamafio de 9 MB cada una y se encuentran todas
en el espacio de color RGB y en formato bmp (formato no comprimido). En la Figura 2.1
se muestran subimagenes de los diferentes tipos de leucocitos que aparecen en las imagenes

adquiridas.
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Tabla 2.1. Propiedades de la cAmara digital 318CU.

Propiedades Caracteristicas

Area de imagen (mm x mm) 6.55 x 4.92

Tamario del pixel (um x um) | 3.2x3.2

Tipo de formato optico Yo

Relacion S/N (dB) 43

Imagen de salida 3x8-bit

Resolucion(H X V) 2048 x 1536

Software compatible Micrometrics SE Premium

Figura 2.1. Leucocitos, de izquierda a derecha: linfocito, monocito, neutrofilo, basofilo,

e —

eosinofilo.

Todas las imégenes fueron corregidas empleando un algoritmo de correccién de campo
plano (flat field correction) [27] con el objetivo de eliminar los artefactos producidos por el
polvo, las imperfecciones del sistema oOptico y la iluminacién no uniforme. Para ello se

empleo la siguiente ecuacion:

__ raw-—dark

= ——  x« mean(blank — dark), 2.1
blank—dark

donde raw es la imagen adquirida, dark es una imagen adquirida cubriendo el entrada de la

camara con un pafio oscuro, y blank es una imagen que no contiene material (células)
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adquirida empleando idéntico tiempo de exposicién y pardmetros que para las imégenes
celulares adquiridas.

2.4 Descripcion general del algoritmo de compresion automatico de iméagenes de

leucocitos.

Comenzaremos dando una explicacion del algoritmo empleado en la compresion
automatica de iméagenes de leucocitos, luego, en los epigrafes siguientes, se explicaran con
mas detalles cada una de las partes. Basaremos la explicacion en la Figura 2.2, en el Anexo

I podemos encontrar el cddigo en Matlab.

El algoritmo parte de una imagen de entrada, en nuestro caso una imagen de microscopia
celular que contiene leucocitos, la cual se debe comprimir a una razén de compresion lo
mayor posible, sin deteriorar su calidad de forma que impida identificar las células. Luego,
dicha imagen se debe comprimir en un intervalo de razones de compresion, obteniendo asi
varias versiones comprimidas, de las cuales se elige finalmente una, obteniendo por
consiguiente la razon de compresion esperada. En el siguiente paso, se realiza la
segmentacion de la imagen original (sin comprimir), determinando de este modo las
regiones de interés, en nuestro caso los leucocitos. Seguidamente se evalla una medida de
calidad objetiva (se emple6 IWSSIM), comparando la imagen original con cada version
comprimida pero solo teniendo en cuenta las regiones de interés determinadas en el paso
anterior. De esta forma se obtiene una especie de curva donde por el eje de las abscisas
tendriamos la razon de compresion, mientras que por el eje de las ordenadas tendriamos el
valor de la medida de calidad objetiva. El préximo paso consiste en hacer un filtrado de
esta curva con el objetivo de obtener su tendencia, puesto que la curva hallada posee cierta
irregularidad lo cual puede afectar un poco la efectividad de los analisis realizados sobre
ella. Después de analizar las caracteristicas de la curva filtrada se estima una razén de
compresion. Por ultimo, se utiliza este valor obteniendo asi una imagen comprimida como
salida. En el caso de que se detecten varias células en una misma imagen se utilizara como

razon de compresion la menor de todas.
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Figura 2.2. Algoritmo de compresion de leucocitos.

2.5 Compresion con JPEG 2000.

JPEG 2000 es una norma de compresion de imagenes basada en la transformada discreta de
Wavelet. Esta técnica es una de los méas usadas debido a que proporciona grandes tazas de
compresion con un minimo de pérdidas. Mejora la eficacia del compresor, proporciona una
mejor calidad de imagen, tanto desde el punto de vista objetivo como subjetivo,
especialmente para tasas bajas [3]. Aunque con el surgimiento del Cédec JPEG 2000
surgen paralelamente varias implementaciones para ser utilizados en aplicaciones practicas,
dos de ellas han sido los mas difundidas. Se trata de las implementaciones JasPer [28] y
Kakadu [29], desarrolladas por la Image Power Group de la British Columbia University y

la empresa Kakadu respectivamente.
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En este trabajo se emplea la implementacion de Kakadu. Esta incluye un conjunto de
herramientas fuertemente optimizadas para desarrolladores de JPEG2000 e implementa en
C++ todos los aspectos de la parte 1 del estandar. En nuestro caso utilizamos 40 tasas de
compresion diferentes para cada imagen, que van desde 0.001 bpp hasta 0.2 bpp. Estos
limites fueron escogidos por observacion. En este caso se comprobd que para 0.2 bpp todas
las iméagenes mostraban excelente calidad, mientras que para 0.001 todas las imagenes
estaban muy degradadas. El algoritmo final debe determinar una tasa de compresion dentro
del rango propuesto que maximice la compresion mientras mantenga la calidad en la

imagen.

2.6 Preanalisis de las imagenes.

La segmentacion de regiones de interés en imagenes de gran tamafio, como las adquiridas,
puede ser un proceso lento. Resultaria mas conveniente trabajar con versiones de menor
resolucion tratando de determinar las ubicaciones en las que se encuentran los leucocitos,
realizando de este modo una “segmentacion gruesa”. Una vez determinada la ubicacién de
las células, extraeriamos las regiones que las contienen (de las imagenes originales) a las
cuales se les puede aplicar el algoritmo de segmentacion final, que deberia trabajar de

manera més eficaz y eficiente al tratarse de imagenes de menor tamafio.

En nuestro caso, para determinar las posiciones de las células en las imagenes,
comenzamos por tomar secciones del nicleo en varias imagenes de la base de datos.
Finalmente unimos todas las secciones en una Unica imagen RGB como se muestra en la
Figura 2.3 (ver codigo en el Anexo I). Luego, se obtuvo un grafico tridimensional como el
de la Figura 2.4, donde se plotea cada uno de los pixeles de la imagen en sus 3
componentes R, G y B, exceptuandose los puntos blancos que conforman el fondo y que en
este caso no aportan informacion. En la Figura 2.4, puede observarse como todos los puntos
se encuentran dentro de una regién bastante compacta. Teniendo en cuenta lo anterior, para
determinar si un punto en una nueva imagen forma parte del ndcleo de una célula, deberia

bastar con comprobar si se encuentra en la region antes sefialada.
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Figura 2.3. Imagen con muestras de ndcleos de leucocitos extraidas de varias imagenes (se

ha afiadido un borde para delimitar la imagen).

Figura 2.4. Grafico tridimensional de los pixeles de los nucleos en sus componentes R, G,
B.

En el siguiente paso se obtuvieron las proyecciones de los puntos de la gréfica
tridimensional sobre los planos RG y BG, obteniéndose figuras como las 2.5y 2.6. Luego,
mediante el método de los Minimos Cuadrados se obtuvieron las rectas que mejor se
ajustan a estos puntos (se empled la herramienta Curve Fitting Tool (cftool) de Matlab). Por
ultimo, como distancias limites, se emplearon las de los puntos méas alejados de las rectas.

De esta forma, dado un punto en sus componentes R, G y B, se debe comprobar que sus
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distancias a las rectas en los planos sefialados no excedan a las distancias méaximas
calculadas. Ademas, los valores de las componentes deben estar comprendidos en los

rangos determinados.
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Figura 2.5. Proyeccidn sobre el plano BG.
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Figura 2.6. Proyeccidn sobre el plano RG.

Dada una version en baja resolucién, de la imagen original, la misma es escaneada punto a
punto. Luego, se verifica que dichos puntos estén dentro de los limites antes calculados, en
cuyo caso en la imagen binaria de salida aparecera un 1, o un 0 en caso contrario. Como
resultado queda una imagen binaria, cuyos unos indican la posicion de los nicleos de las
células. Siempre es necesario realizar una operaciéon de dilatacién para unir los puntos
cercanos en un solo objeto quedando finalmente una imagen como la mostrada en la Figura
2.7.
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Figura 2.7. Imagen binaria de salida indicando la posicion del ntcleo de un leucocito.

La imagen binaria servira para determinar las ubicaciones de las distintas células. Por
ejemplo, podria determinarse un rectangulo que contenga a cada célula empleando la
funcién regionprops de Matlab con la propiedad BoundingBox. Luego, con esta
informacion y haciendo los célculos de escalamiento necesarios, vamos a la imagen
original y extraemos las secciones que contienen las células, a las cuales se le aplicaré el
algoritmo de segmentacion final (“segmentacién fina”). En la Figura 2.8 se puede ver un

ejemplo de una célula extraida empleando el algoritmo descrito y en el Anexo Il aparece el

-

cédigo para el mismo.

Figura 2.8. Imagen de menor tamafio que incluye célula.

2.5 Segmentacion de leucocitos.

Para la segmentacion de los leucocitos se empleo el software CellProfiler. En este caso se
usaron como imagenes de entradas las subimagenes que contienen los leucocitos. Como
resultado se obtienen mascaras binarias que sefialan el ndcleo y el citoplasma de cada

célula. Esta informacion junto con las posiciones de las células en las imagenes originales
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servird para calcular medidas de calidad objetivas sobre varias versiones compactadas y

determinar luego una razén de compresion adecuada.

En nuestro caso pusimos a punto en CellProfiler un pipeline (a la izquierda) como el
mostrado en la Figura 2.9. Este incluye los mddulos Loadlmages, ColortoGray,
ImageMath, ldentifyPrimAutomatic, IdentifySecondary, ConvertTolmage, Savelmages, y

PauseCellProfiler.
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Figura 2.9. Interfaz Grafica del CellProfiler.

El médulo Loadlmages se emplea para cargar las imagenes. EI modulo ColorToGray
convierte cada imagen a la escala de grises. Seguidamente con el mddulo ImageMath se
invierte la imagen de forma tal que los pixeles de los ndcleos de las células estan mas
cercanos a 1, que en este caso representa al blanco. Este paso es necesario para que los
siguientes modulos funciones adecuadamente. EI médulo IdentifyPrimAutomatic se encarga
de identificar los nucleos de las células, empleando en este caso el método de Otsu.
Posteriormente con el mddulo IdentifySecondary, partiendo del resultado anterior y
empleando el método de propagacién se determina el citoplasma en cada célula. EI médulo

ConvertTolmage convierte los objetos determinados en los dos pasos previos en una
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imagen binaria sefialando con unos la célula y con ceros el fondo. Seguidamente, con el
modulo Savelmages dicha imagen binaria es salvada al disco duro. Por dltimo, el médulo
PauseCellProfiler permite introducir una pausa para ir supervisando el procesamiento. En
el Anexo Il se muestran todos los parametros de configuracion para cada moédulo y a

continuacion se explican con mas detalle algunos de estos.

El modulo ColorToGray es necesario porque los modulos subsiguientes requieren de
imagenes en escala de grises. Primeramente se parte de la imagen original a color, luego
existen dos métodos para llevar la imagen a escala de grises: Combine y Split. En nuestro
caso se utilizé Split el cual toma la imagen a color y la separa en sus tres componentes
(rojo, verde, azul). Finalmente nos quedamos con la componente verde, ya que como se

observa en la Figura 2.10 permite identificar mejor al nucleo.

()| Figure 2: ColorToGray Display, cycle #10 - © EN
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Figura 2.10. Imagen llevada a escala de grises.

El modulo ImageMath realiza procesos matematicos simples en la intensidad de la imagen.
En nuestro caso hicimos una simple inversion de la componente verde obtenida en el paso
anterior. Como se observa en la Figura 2.11 los pixeles que conforman el nlcleo estan mas
cercanos a 1, que representa el color blanco. Este paso es necesario para que los siguientes

modulos funcionen adecuadamente.
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B Figure 3: ImageMat.. - ©
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Figura 2.11. Imagen invertida.

El modulo IdentifyPrimAutomatic identifica objetos primarios (nlcleos de las células)
determinando objetos luminosos en un fondo oscuro. Es requisito indispensable que las
imagenes estén en escala de grises. Un pardmetro a ajustar es diametro tipico de los objetos
en unidades de pixel. En nuestro caso empleamos el rango [84, 264], determinado haciendo
calculos en los nacleos de nuestra muestra y reajustando los limites a un +/-10%. Se utiliza
como algoritmo de segmentacion un Otsu Global. Se descartaron los objetos que se
encontraban tocando los bordes de las imagenes. El modulo en la figura de salida emplea
colores arbitrarios para diferenciar los objetos. Los resultados para una imagen son
mostrados en la Figura 2.12.
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Figure 4: IdentifyPrimAutomatic Display, cycle #10 - &
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Figura 2.12. Identificacidn de objetos primarios (nucleos).

Con el modulo ldentifySecondary se identifican los objetos secundarios (citoplasma), que
son generalmente bordes que rodean a cada objeto principal. Se utiliz6 el método de
propagacion, que tiene en cuenta dos factores para decidir donde dibujar la linea que
separara los dos objetos secundarios (citoplasma y fondo). EI primero, la distancia al objeto
primario mas cercano, y el segundo, la intensidad del objeto secundario en la imagen. En la

Figura 2.13 se muestran los resultados para una imagen dada.
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El Figure 5: IdentifySecondary Display, cycle #10 = =
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Figura 2.13. Identificacion del objeto secundario.

El mddulo ConvertTolmage permite tomar a los objetos previamente identificados y
convertirlos en una imagen que puede guardarse con el médulo de Savelmages. Para
obtener los colores de los objetos identificados en la imagen resultante el modulo cuenta
con tres opciones: binario (negro y blanco), escala de grises o color. Se tomd la primera de
las opciones para obtener una imagen binaria que sefiala la célula y el fondo como es

mostrado en la Figura 2.14.
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Figura 2.14. Objeto convertido a imagen binaria.

2.6 Medidas de calidad objetivas.

Las medidas de calidad tienen como objetivo obtener un estimado de la calidad de las
imagenes tratando de imitar a un observador humano. Diferentes autores han propuesto el
uso de medidas estadisticas calculadas a partir de la informacion contenida en los pixeles de
una imagen o en comparacion con los valores de los pixeles en la imagen sin compactar y
reconstruida luego de ser compactada [1][2][30]. Estas son las denominadas medidas de
calidad de tipo objetivas las que, a pesar de ser criticadas por no siempre correlacionar con
el Sistema Visual Humano (SVH), poseen significados fisicos claros y son sencillas de
implementar. En este trabajo se empleara la métrica indice de similitud estructural en su
version IWSSIM, por ser una de las que mejor correlaciona con el SVH segun reporta la
literatura. Se emple6 el cddigo fuente y los parametros por defecto brindados por el autor
en [31].
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2.7 Algoritmo para la estimacion de la razén de compresion basado en el desempefio
de la medida IWSSIM.

En la Figura 2.15 se muestra una curva IWSSIM filtrada para una imagen dada. En este
trabajo empleamos un filtro de promediado mévil con una ventana (span) de tamafio 4 para
obtener curvas mas alisadas que permitiesen realizar calculos de manera mas estable. En la
figura se puede observar como para mayores razones de bits (menores razones de
compresion) la medida IWSSIM es cercana a 1, lo cual significa que se ha perdido muy
poca informacion al comprimir con JPEG 2000. En la medida que disminuye (de derecha a
izquierda) la razon de bit llega el punto en que comienza a decrecer aceleradamente el
indice IWSSIM lo que se corresponde con una degradacion de la calidad de la imagen. Se
pudo comprobar que para todas las imagenes de la base de datos existe el mismo

comportamiento.

Para determinar la menor razdén de bit (mayor razén de compresion) proponemos
determinar el punto en que comienza a degradarse la imagen que suponemos que se
corresponda con el codo de la curva IWSSIM, cuestion que debe someterse a un criterio
subjetivo para validarse. Este algoritmo debe ser hasta cierto punto independiente de la
minima y maxima razén de bit, de modo que tenga un caracter mas general. Teniendo en
cuenta esto proponemos usar el algoritmo Zack [32] que describimos a continuacion

aplicado a nuestro caso (ver Anexo 1V para el cédigo en Matlab):
e Conectar el primer y tltimo punto de la curva de IWSSIM por un segmento
e Calcular la distancia de cada punto en la curva IWSSIM al segmento

e Proponer punto con maxima distancia
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MWetrica WYSSIM filtrada ws FHazon de bit (bpp)
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Figura 2.15. Método para calcular la maxima razén de bit sobre curva IWSSIM filtrada.
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CAPITULO 3. RESULTADOSY DISCUSION.

En este capitulo se presentan los resultados alcanzados en las distintas etapas del algoritmo

propuesto para comprimir imagenes de leucocitos utilizando JPEG 2000.

3.1 Resultados del pre-analisis de las imagenes.

Como se mostro en la Figura 2.4 del Capitulo 2 se obtuvo en gréfico en 3 dimensiones que
mostraba las componentes R, G y B de los pixeles de los ndcleos de un conjunto de células.
Luego, se obtuvieron las proyecciones en los planos BG y RG como es mostrado en las
Figuras 2.5 y 2.6. Se determind las rectas (de la forma f(x) = pl*x+p2) que mejor se
ajustaban a estos puntos en cada grafico obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla
3.1. Puede observarse como hay muy poca variacion en los parametros pl y p2 lo cual
indica que los puntos se encuentran bastante confinados. Los bajos valores del Error Medio

Cuadratico (RMSE) indican que los resultados del ajuste son muy buenos.

Tabla 3.1. Ajuste lineal por Minimos Cuadrados en los planos BG y RG.

Plano Pendiente (p1) Intercepto (p2) RMSE

BG 0,8829 (0,8743;0,8914) -0,1072 (-0,1098; -0,1046) 0,008881

RG 1,082 (1,08; 1.084) -0,07073 (-0,07165; -0,06982)  0,01565
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Los puntos méas alejados de las rectas obtenidas en los ajustes anteriores sirven como
valores limites y segun los calculos las distancias méaximas son de 1,6843e-002 y 9,5118e-
003 en los planos RG y BG respectivamente. La componente R tiene como valores limites
[0,1294; 0,4745], la componente G [0,1137; 0,4000] y la componente B [0,2471; 0,4784].

3.2 Resultados de la segmentacion

En el caso de la “segmentacion gruesa” que sirvio para determinar sobre imagenes de baja
resolucion las posiciones en las que se encontraban los nucleos de los leucocitos, existio un
100% de deteccidn correcta, lo cual fue determinado por un observador humano. En todos
los casos la operacion de dilatacién con un elemento estructurante en forma de disco de
tamafo 4 garantizo unir correctamente todos los puntos correspondientes a un nucleo en un
solo objeto. Luego, se determind con la funcién regionprops de Matlab el rectangulo que
contenia a cada ndcleo, se hall6 el centro y a partir de este se extrajo una imagen de 300 x
300 pixeles que contenia la célula. Este tamafio se selecciono sobre la base del analisis del
tamano de las células de la base de datos y garantiza que no hay ninguna célula que supere

dicho tamafio.

En el caso de la “segmentacion fina” realizada con CellProfiler no se compard los
resultados del algoritmo con una segmentacion manual. En su caso nos limitamos a
comparar los resultados del algoritmo por simple inspeccion visual. Estimamos asi que el
desempefio del algoritmo de segmentacion automatico es lo suficientemente bueno para

determinar las regiones de interés sobre las cuales se calcularon las curvas IWSSIM.

3.3 Curvas IWSSIM.

La Figura 3.1 muestra los resultados del calculo de las curvas IWSSIM para las imagenes
de la muestra. Como puede observarse el comportamiento es similar en todos los casos.
Para valores mayores de la razon de bits el valor de la métrica es muy cercano a 1, lo cual
indica que la calidad de las imagenes reconstruidas es muy buena, hecho comprobado por
inspeccion subjetiva. En la medida que decrece la razén de bits (de izquierda a derecha)
comienza a decrecer la métrica IWSSIM, sefialando la degradacion en la calidad de las

imagenes reconstruidas. A pesar de que todas las curvas tienen una forma similar, no todas
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decrecen a un mismo ritmo los cual esta dado por el contenido de las regiones de intereés,
que difiere en cada caso, hecho que justifica el que se pueda seleccionar una razon de

compresion diferente para cada imagen.

Métrica IWSSIM vs Razdn de bit
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Figura 3.1. Gréficas de indice de Similitud Estructural IWSSIM.

Del anélisis de los datos ploteados en la Figura 3.1 se determind que los valores extremos
de la métrica IWSSIM para la mayor razon de bits estan entre 0,9988 y 0,9996. Estos
valores estan muy cercanos a 1 indicando alta calidad en las imagenes reconstruidas al
compararlas con la original. Por otra parte, los valores extremos de IWSSIM para la
minima razon de bits estan entre 0,8949 y 0, 9696. Las desviaciones estandar en los valores
para las curvas IWSSIM a las razones de bits minima y méaxima son 0.0201 y 2.118e-004
respectivamente. Para la maxima razon de bits esto demuestra que el valor de IWSSIM
tiene muy poca variacion y todas las imagenes exhiben excelente calidad, mientras que para
la menor razén de bits existe mucha mas variacion indicando que todas las regiones de

interés no se degradan al mismo ritmo.
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3.4 Curvas IWSSIM filtradas.

Como se comentd anteriormente, las curvas IWSSIM muestran cierta irregularidad que
puede repercutir negativamente en el desempefio de otros algoritmos. Por tal motivo se
empleo un filtro de promediado movil con una ventana (span) pequefia de tamafio 4
empleando la funcién smooth (el span debe ser impar) de Matlab. Se decidié dejar el valor
de la ventana lo méas pequefio posible de modo que no se modificaran mucho los valores de

IWSSIM pero al mismo tiempo si se dejaba en 3 las curvas no se alisaban lo suficiente.

Métrica WSSIM filtrada vs Razdn de bit
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Figura 3.2. Gréficas de indice de Similitud Estructural IWSSIM filtradas.

3.5 Algoritmo para estimar la razon de bits

En la Figura 3.3 se muestran las razones de bits estimadas por el algoritmo propuesto en el
epigrafe 2.7, sefialadas por un tridngulo rojo. Estas arrojan distintos valores de razones de

bits asi como de valores de la métrica IWSSIM.
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hétrica WMYSSIh
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Figura 3.3. Razones de bits estimadas para cada imagen (sefialadas con un triangulo rojo).

Los valores extremos de razones de compresion estimados estan entre 0.03923 y 0.06359,
lo cual equivale a una razon de compresion entre 125 y 203. Por otra parte, los valores
extremos para la métrica IWSSIM en los puntos estimados estan entre 0.9844 y 0.9964. El
valor méas bajo de estos (0.9844) sigue siendo mayor que el mayor valor de las curvas a la
menor razon de bits. Esto quiere decir que el punto estimado con menor valor de IWSSIM
nunca queda por debajo del mayor valor de IWSSIM a la menor razén de bits.

Por ultimo, se realiz6 un experimento subjetivo que consistid en evaluar la calidad de las
imagenes a las razones de compresion estimadas. En este experimento participaron 3
observadores humanos no expertos. Todos coincidieron en que la calidad en las regiones de
interés para cada una de estas razones de compresion era excelente, no apreciandose

diferencias a simple vista.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
En este trabajo se arribaron a las siguientes conclusiones:

1. El paso de pre-segmentacion propuesto consistente en detectar los nucleos de las

células permitid realizar luego una segmentacion final mas eficiente y efectiva.

2. CellProfiler demostrd ser una herramienta muy facil de usar y efectiva para la

puesta punto de algoritmos de segmentacion de imagenes de leucocitos.

3. El algoritmo propuesto para la compresion automética de imégenes de leucocitos
que emplea la métrica IWSSIM evaluada sobre regiones de interés demostrd ser

efectivo segun el criterio subjetivo.

Recomendaciones

e Evaluar cuantitativamente la efectividad de los métodos de segmentacion

automatica comparando con una segmentacion manual.
e Evaluar sobre un mayor nimero de imégenes.

e Usar las capacidades de manejo de regiones de interés del codec JPEG2000.
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ANEXOS

Los codigos de los programas en Matlab empleados en la realizacion de este trabajo se

muestran a continuacion:

Anexo I Funcion empleada para el preanalisis de las imagenes.

n = im2double (imread('nucleo.bmp'));
nr = n(:, :, 1);

ng =n(:, :, 2);

nb =n(:, :, 3);

nr = nr(:);

ng = ngf(:);

while i <= length(nr)

if nr(i) == 1 && ng(i) == 1 && nb(i) == 1
nr(i) = [I;
ng(i) = [1;
nb (i) = [1;
else
i=1+1;
end

end

plot3(nr, ng, nb, '.");
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Anexo Il Algoritmo de compresion utilizado.

dmaxl =

dmax2 =

f=20.2
imgn =

for x =

1.684377774340428e-002;

9.511831227136990e-003;

5;

dir ('Imagenes\*.bmp') ;

1

len

gth (imgn)

disp (imgn (x) .name) ;

imo
im

imr
img
imb
iml

for

= im2double (imread (fullfile ('Imagenes', imgn(x).name)));

= imresize (imo, £f);

= im2bw (zeros (size(im, 1), size(im, 2)));

i =

for

1
j =
x1

yl
X2
y2

if

size(im, 1)
1 : size(im, 2)
= imr (i, Jj);
= img (i, J);
= imb (i, 3J);
= img (i, J);

abs (ml*x1-yl+nl)/sqrt(ml1”~2 + 1) > dmaxl || abs(m2*x2-

y2+n2) /sqgrt (m272 + 1) > dmax?2

end

end

end

iml (i, 3) = 1;
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se = strel('disk', 4);
iml = ~imdilate (iml, se);
[L, n] = bwlabel (iml, 8);
s = regionprops(iml, L, 'EquivDiameter');
for i =1 : n
if s(i) .EquivDiameter < 89 * f || s (i) .EquivDiameter > 264 * £
iml(L == 1i) = 0;
end
end
[L, n] = bwlabel (iml, 8);
s = regionprops(iml, L, 'BoundingBox');
nn = 0;
for 1 =1 : n
[pathstr, name, ext] = fileparts(imgn (x) .name) ;
c = s (i) .BoundingBox;
yy = (c(l) + c(3) / 2)/f;
xx = (c(2) + c(4) / 2)/%;
rl = xx - 149; r2 = xx + 150; cl = yy - 149; c2 = yy+150;
if (rl > 0 && r2 > 0 && cl > 0 && c2)
nn = nn + 1;
imwrite (imo(rl:r2, cl:c2, 1:3), fullfile('Imagenesl', [name,
num2str(nn), ')', ext]));

mkdir (fullfile('Imagenesl', [name, '(', num2str(nn), ')'l));

bitrates = linspace(0.01, 0.2, 40);
for j = 1 : length(bitrates)

disp([' ', num2str (bitrates(j))1);
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cd('kakadu') ;

[status, result] = dos(['kdu compress -i "',
fullfile('..\Imagenes', imgn(x).name), '" -o "', 'test.jp2"', ' -rate ',
num2str (bitrates(j))]);

if (status ~= 0)

break;
end
[status, result] = dos(['kdu expand -i "', 'test.jp2', '"
-o "', 'testl.bmp"']);

if (status ~= 0)
break;

end

imc imread ('testl.bmp');
imc = imc(rl:r2, cl:c2, 1:3);

imwrite (imc, fullfile('C:\Documents and
Settings\afalcon.UCLV\My Documents\MATLAB\Imagenesl', [name, '(',

num2str (nn), ')'l, [num2str(j), '.bmp'l));
delete('test.jp2'");
delete('testl.bmp')
cd('..")
end
end
end

end

Anexo 11l Funcion para el célculo de la medida objetiva indice de Similitud

estructural.

function IWSSIM = compute iwssim(images directory, images extension,

mask directory, mask extension)

imgNames = dir(fullfile(images directory, ['*.', images extension]));
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[pathstr, imgName] = fileparts (imgNames (1) .name) ;
cImgNames = dir (fullfile(images directory, imgName, ["*.',
images extension]));
imgl = length (imgNames) ;
cImgl = length (cImgNames) ;
IWSSIM = zeros(cImgl, imgl);
for i = 1 : imgl
image = rgb2gray(imread(fullfile(images directory, imgNames (i) .name)));
display (imgNames (i) .name) ;
[pathstr, imgName] = fileparts (imgNames (i) .name) ;
mask = imread(fullfile(mask directory, [imgName, '.', mask extension])) >
0;
roili = image; roi(~mask) = 0;
cImgNames = dir(fullfile(images directory, imgName, ['*.',
images extension]));
iwssimv = zeros (length (cImgNames), 1);
for 3 = 1 : cImgl,
image?2 = rgb2gray (imread (fullfile (images directory, imgName,
cImgNames (cImgl-j+1) .name))) ;
roi2 = image2; roi2 (~mask) = 0;
iwssimv (j) = iwssim(roi, roiZ2);
end
IWSSIM(:, i) = iwssimv;
end
names = {};

for i = 1 : length (imgNames)
names{i} = imgNames (i) .name;
end

names = names';
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Anexo 1V Codigo del algoritmo de Zack.

function [x, y, d] = maxrate (v)
x1l = 1;
vyl = v(1l);

x2 = length(v);

y2 v (end) ;

m = (y2-yl)/(x2-x1);

n = y2-m*x2;
d = zeros(size(v));
for x = 1 : length(v)
y = vi(x);
d(x) = abs(m*x-y+n) / sqgrt(m"2+1);
end
y = max(d);

end

function o = calc maxrate(c)
1 = size(c, 2);

o = zeros(1l, 1);

[x, y] = maxrate(c(:, 1));
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end

Anexo V Parametros de los moédulos empleados en el CellProfiler para realizar la

segmentacion.

Parametros configurados del médulo Loadlmages.

x
File Data Tools Windows Help

bmp

L oadlmages Criglmg

IdentifyPrimAutomatic o .
IdentifySecondary _0 not use
ConvertTolmage

Savelmages

PauseCellProfiler

Do not use
Do not use

I\Software\CompiledCellProfiler_7522 I
I\Softwars\CompiledCellProfiler_7522 I
Default OUT mat

ST 2 __ DefaultOUT.mat |2

Parametros configurados del modulo Color to Gray.

x

File Data Tools Windows Help

IdentifyPrimAutomatic
IdentifySecondary
ConvertTolmage
Savelmages
PauseCellProfiler

CrigRed

CrigBlue

[A\Software\CompiledCellProfiler_7522 |
[ASoftware\CompiledCellProfiler_7522 I
Default OUT. mat

'« i— 2 1 _ DefauitoUTmat |2}
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Parametros configurados del médulo ImageMath.

File DataTools Windows Help

Origlmg v

|dentifyPrimAutomatic Origlmg v

|dentifySecondary

PauseCellProfiler

\Software\CompiledCellProfiler_7522 I
\Software\CompiledCellProfiler_7522 I

B M Ducurma 2| Analyze images

Parametros configurados del modulo IdentifyPrimAutomatic.

File DataTools Windows Heslp

34 264

IdentifyPrimAutomatic
|dentifySecondary
ConvertTolmage
Savelmages
FauseCellProfiler

I\Software\CompiledCellProfiler_7522 I
I\Software\CompiledCellProfiler_y522 I

B ~ OswtoUTmat |7 Analyze images
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Parametros configurados del médulo IdentifySecondary.

X
File DataTools Windows Help
ME
Propagation

ImageAfte... w

Otsu Global «

I\Software\CompiledCellProfiler_r522 |
I\Software\CompiledCellProfiler_7522 |

3  DsuUTmat |2 | Analyze images

Parametros configurados del médulo Convert Tolmage.

File DataTools Windows Help

Cells
Cell

Binary (bl... w
Loadimages
ColorToGray
ImageMath
ldentifyFrimAutomatic
|dentifySecondar
:rtTolmage
Savelmages
PauseCellProfiler

Default v

(1).tif
g::gg:gggm:; [\Software\CompiledCellProfiler_7522 [
Basofilod(1).tif I\Software\CompiledCellProfiler_7522 I
Default CUT.mat

< ii— 2| _ DefaultOUTmat |2
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Parametros configurados del médulo Savelmages.

File DataTools Windows Help

Loadimages
ColorToGray
ImageMath
ldentifyPrimAutomatic
|dentifySecondary
ConvertTolmage
T2
FauseCellProfiler

Do not use

tif

Basofilo3(1) tif I\Software\CompiledCellProfiler_7522 |
Basofilod(1).tif IN"Software\Compiled CellProfiler_7522 [
Default OUT. mat

q 2 1| _ DefautOUTmat |2




