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RESUMEN

En diversos centros de investigacion e instituciones médicas se generan diariamente un
gran volumen de imagenes digitales, las que organizadas en bancos de datos constituyen
una importante fuente de informacion para el diagnostico, la investigacion y la docencia
meédica. Para el procesamiento digital de estas imagenes se han desarrollado diversos
software, de los cuales se ha seleccionado un grupo representativo para su descripcion en
este trabajo. En particular, y para dar respuesta a uno de los objetivos del presente trabajo,
se identificd un software especializado en imagenes de microscopia celular: "CellProfiler"
que presenta ventajas con respecto a otros software actuales al obtenerse resultados
satisfactorios en varias técnicas para el estudio y procesamiento de iméagenes. Este software
es capaz de detectar algunas caracteristicas que no son facilmente detectables desde el
punto de vista de un observador humano. Por ejemplo, pequefias pero importantes
diferencias bioldgicas, como pueden ser, un aumento del 10% en el tamafio del nicleo, que
no son perceptibles por el ojo humano. Otras caracteristicas, son, por ejemplo, la textura y
las manchas de proteinas o ADN, que son observables, pero no cuantificables por
inspeccion visual. CellProfiler no requiere de un lenguaje de programacion para su empleo
y es de facil utilizacién para los usuarios sin necesidad de tener un nivel elevado de
especializacion.

Se recomienda su aplicacion en los centros de investigacion y laboratorios en general donde
se realizan analisis de microscopia celular, con el objetivo de mejorar la calidad de los
resultados de los estudios correspondientes.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La disponibilidad de datos digitales asociados a las imagenes, asi como de sistemas de
comunicacion, incrementan las posibilidades de los servicios de salud y potencian el
desarrollo asociado con la manipulacion y procesamiento de los datos mediante

computadoras.

Existen diferentes software para el procesamiento digital de imagenes. Las técnicas
modernas han permitido crear software basados en procedimientos matematicos robustos
combinados con el mejoramiento de la tecnologia de computadoras, estos han producido
distintos métodos para la obtencion de imagenes tomograficas, o para la produccién de
mapas superficiales o tridimensionales de la actividad eléctrica cerebral y cardiaca, asi

como métodos para el anélisis de sus cambios en el tiempo.

Dificilmente se encuentre hoy un sistema de diagndstico o de terapia avanzada, que no
contenga alguna clase de computadora integrada en su estructura. En consecuencia,
continuamente se estan investigando software con algoritmos mas eficientes, y modelos
mas exactos, que permitan economizar tiempo de célculo y aumentar la confiabilidad de la
informacion obtenida mediante el andlisis de sefiales. Cada vez los software tienden
hacerse mas especificos y complejos, demandando mayor satisfaccién y elaboracion

cooperativa[1].

La medicina se mantiene en un constante avance en el mundo entero e ingresan en el
mercado nuevos equipos Yy técnicas para facilitar el trabajo en los laboratorios y con ello

mejorar también el trabajo en los hospitales. Después de una busqueda general hemos
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llegado a la conclusion que nuestro pais tiene la necesidad de lograr un mayor desarrollo

en cuanto al tratamiento de las imagenes microscopicas.

En los ultimos afios se ha producido un crecimiento explosivo en las tecnologias para la
produccion de imégenes meédicas. Actualmente el médico debe de estar informado y
familiarizado con los métodos y sistemas que le permitiran analizar y manejar esta gran
cantidad de informacion de una manera rapida y eficiente por su gran importancia para
numerosas aplicaciones. En la actualidad, las imagenes médicas se han hecho
indispensables en el diagnostico y tratamiento de los pacientes, el niUmero de imagenes que
se obtienen para caracterizar la anatomia y las funciones del cuerpo humano aumenta cada
dia[2] [3].

El campo dentro del cual se desarrollaré el presente Trabajo de Diploma de Ingenieria
Biomeédica es el procesamiento digital de imagenes médicas. En él se dan cita diversos
software que contienen mdltiples técnicas, algoritmos, métodos y procedimientos que
manipulan una imagen digital cualquiera con el fin de evaluar su contenido, visualizarlo,
editarlo, analizarlo, procesarlo, mejorar su apariencia, detectar las caracteristicas de los
objetos presentes en la imagen, o interpretar su contenido, todo lo cual se lleva a cabo

mediante una serie de procesos computarizados [4].

El trabajo realizado nos llevé a conocer diversos software y nos dio una vision de las

posibilidades de cada unos de ellos.

Actualmente las imagenes médicas principalmente las imagenes microscopicas son
procesadas por software que resultan insuficientes a las demandas de anélisis e
investigacion. Por lo cual se realizé un estudio sobre los principales software existentes
para aplicaciones médicas y se identificd un software el CellProfiler que presenta ventajas

sobre otros similares.
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Puede reconocerse asi un importante problema cientifico: ;Coémo lograr que se aplique
eficientemente el software escogido en laboratorios dedicados al anélisis de células, de

modo que pueda propiciarse el necesario desarrollo de la microscopia digital en Cuba?

Hacia su solucién se encamina el presente trabajo. De modo que, tomando como objeto
el andlisis de imagenes microscopicas, el autor se ha planteado como materia de
investigacion el uso efectivo del software CellProfiler en centros de investigacion o

laboratorios.

En correspondencia con el problema planteado, se formula el siguiente objetivo general
del trabajo:

Realizar una revision de la literatura publicada sobre software médicos de
Procesamiento Digital de Imagenes, y estudiar de entre ellos un software capaz de facilitar
la investigacion y el diagnostico médico a través de las imé&genes de microscopia celular y
poner a punto aplicaciones del mismo.

Los objetivos especificos del presente Trabajo de Diploma de Ingenieria Biomédica son:

1) Realizar una busqueda y dar una descripcion de un grupo de software médicos
representativos de las principales aplicaciones de estos en la actualidad.

2) Estudiar el software CellProfiler destinado a aplicaciones de procesamiento de
imagenes en microscopia celular.

3) Desarrollar un conjunto de aplicaciones demostrativas de CellProfiler a iméagenes de

microscopia celular de interés practico.

Para dar cumplimiento a estos objetivos, fue necesario realizar las siguientes Tareas de
investigacion:

Estudio bibliografico sobre el tema, que comprendié los principales software existentes en
el analisis de imagenes meédicas, asi como sus principales caracteristicas, clasificaciones y
ejemplificaciones sobre el area de uso de cada software.

Estudiar y poner en practica una metodologia para el empleo del software seleccionado, el
CellProfiler.



3.

INTRODUCCION 4

Descripcion y Demostracion del Software CellProfiler, asi como, una comparacion del

CellProfiler con el Matlab (Digital Image Process Toolbox).

El presente trabajo se ha estructurado en tres capitulos donde se abordan las siguientes

tematicas:

El capitulol se dedica al estudio de los software en procesamiento digital de imagenes

médicas en general.

En el capitulo2 se presenta el desarrollo de una metodologia para la utilizacion del

CellProfiler en aplicaciones relacionadas con estudios sobre microscopia celular.

En el capitulo3 se analiza la aplicacion del software “CellProfiler” obteniéndose
resultados de imagenes analizadas en él, ademas de realizar una comparacion con otro

software en este caso de propdsito general el “Matlab”(Image Processing Toolbox)[5,6].

La estructura del presente trabajo también cuenta con conclusiones, recomendaciones y

referencias bibliograficas citadas a lo largo del texto.

En las conclusiones se realizo un analisis critico de los resultados obtenidos a partir de
los objetivos que se trazaron inicialmente, asi como se orientan acciones dirigidas a

enriquecer el material, que permitan dar una continuidad a este proyecto en el futuro.

Las referencias bibliograficas constituyen un listado de las bibliografias citadas

siguiendo la metodologia vigente para este fin.



CAPITULO 1. ESTUDIO DE LOS PRINCIPALES SOFTWARE EXISTENTES PARA PDI MEDICAS

CAPITULO 1. Estudio de los principales Software Existentes para

procesamiento digital de imagenes médicas.

El presente capitulo muestra una revision bibliografica sobre diferentes software que

encuentran aplicacion en diversos campos dentro del andlisis de imagenes médicas.

Un software consiste en la secuencia de instrucciones o indicaciones destinadas a ser
utilizadas en un sistema informatico para realizar una funcién o tarea con el objetivo de
obtener un resultado determinado, cualquiera que fuese su forma de expresion y fijacion, lo

gue normalmente llamamos programas de ordenador[7].

El epigrafe 1.1 se refiere a las licencias de los software que son una especie de
contratos, en donde se especifican todas las normas y clausulas que rigen el uso de un
determinado programa, principalmente se estipulan los alcances de uso, instalacion,

reproduccion y copia de estos productos[8].

En el epigrafe 1.2 se hace un resumen sobre las formas de distribucion de los software
principalmente los freeware y software libres que sean gratuitos y de facil dominio con
funciones de gran alcance para lograr un mejor trabajo médico y satisfacer las necesidades
del paciente.

En el epigrafe 1.3 se realiz6 una tabla comparativa clasificando los software segun sus
posibilidades para el trabajo y al concluir este epigrafe se muestra una breve descripcion de
ellos para ilustrar las posibilidades de cada uno en la medicina en general y en las areas de

aplicacion respectivas en particular.
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En el epigrafe 1.4 se presenta el tema del software apropiado y de mayor aplicabilidad
en estos momentos en nuestro pais, considerando las necesidades de investigacion que mas
urgen. Como parte de este estudio, se ha encontrado que la microscopia presenta una alta
demanda en la etapa de analisis de la imagen.

En la mayoria de los casos la citometria de la imagen es absolutamente necesaria para
extraer el espectro completo de informacion biologica presentes en dicha imagen, lo cual en
muchos casos no pueden hacer con gran exactitud y precision los observadores humanos.

El software escogido para analizar las imagenes microscopicas es el CellProfiler de
cbdigo abierto y su licencia es publica, con el se puede analizar, en un solo dia, grandes
cantidades de imagenes con una alta resolucion de las células. Este software es capaz de
evidenciar algunas caracteristicas que no son facilmente detectables por un observador
humano. Por ejemplo, las pequefias (pero importantes biolégicamente) diferencias, como
pueden ser un aumento del 10% en el tamafio del ndcleo, que no son perceptibles por los
0jos. Otras caracteristicas, por ejemplo, la textura (suavidad), las manchas de proteinas o
ADN, son observables, pero no cuantificables por los ojos. Los patdlogos han sabido
durante afios que los cambios no visibles para el ojo humano pueden revelar

enfermedades|[9].
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1.1 Tipos de software segun su licencia.

Una licencia de software es la autorizacion o permiso concedida por el autor para utilizar su
obra de una forma convenida habiendo marcado ciertos limites y derechos respecto a su
uso. Es decir, la licencia puede, por ejemplo, restringir el territorio de aplicacion del
programa, su plazo de duracion o cualquier otra clausula que el autor del software decida
incluir[10, 11].

Las licencias sobre obras intelectuales originales son una forma de proteccion
proporcionada por las leyes vigentes, que incluyen tanto los trabajos publicados como los
pendientes de publicacion y otorgan al autor el derecho exclusivo para autorizar a otros a
utilizar, modificar y/o redistribuir su obra original.

La licencia expresa que: el autor del software puede autorizar o limitar el uso,
modificacion y/o redistribucion de su obra adscribiéndose a un determinado tipo de

licencia.
1.1.1 Software propietario.

En términos generales, el software propietario es un software cerrado, donde el duefio del
software controla su desarrollo y no divulga sus especificaciones.

El software propietario es el producido principalmente por las grandes empresas, tales
como Microsoft y muchas otras. Antes de poder utilizar este tipo de software se debe pagar
por él. Cuando se adquiere una licencia de uso de software propietario, normalmente se
tiene derecho a utilizarlo en un solo computador y a realizar una copia de respaldo. En este

caso la redistribucién o copia para otros prop6sitos no es permitida[12].
1.1.2 Software shareware o de evaluacion.

El software shareware es un tipo particular de software propietario, sin embargo por la
diferencia en su forma de distribucion y por los efectos que su uso ocasiona, puede
considerarse como una clase aparte.

El software shareware se caracteriza porque es de libre distribucion o copia, de tal
forma que se puede usar, contando con el permiso del autor, durante un periodo limitado de
tiempo, después de esto se debe pagar para continuar utilizandolo, aunque la obligacion es
Unicamente de tipo moral ya que los autores entregan los programas confiando en la

honestidad de los usuarios. Este tipo de software es distribuido por autores individuales y
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pequefias empresas que quieren dar a conocer sus productos. Muchas veces por ignorancia
los programas de esta clase se utilizan ilegalmente. A menudo el software shareware es
denominado como software de evaluacion.
A modo de ejemplo estos programas se distribuyen, o alguna vez se distribuyeron
calificados como shareware:
1. Compresores de archivos
e Winzip
e WInRAR
2. Antivirus
e Virus Scan

e Kaspersky

3. Multimedia
e  Winamp
e Nero

1.1.3 Software de demostracion.

El software de demostracion o como se acostumbra a decir "software demo"”, es similar al
software shareware por la forma en que se distribuye pero en esencia es sélo software
propietario limitado que se distribuye con fines netamente comerciales. Se caracteriza

porque deja de trabajar al cabo de cierto tiempo[12].
1.1.4 Software libre.

El software libre se puede utilizar para cualquier propdsito como: copiar, distribuir y
modificar libremente, es decir, es un software que incluye archivos fuentes. La
denominacion de software libre se debe a la Free Software Foundation (FSF), entidad que
promueve el uso y desarrollo de software de este tipo. Cuando la FSF habla de software
libre se refiere a una nueva filosofia respecto al software, donde priman aspectos como
especificaciones abiertas y bien comun, sobre software cerrado[13].

Stallman considera que un software es libre, si cumple los siguientes requisitos[6]:

e Se puede ejecutar sin importar el proposito.


http://www.fsf.org/
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e El usuario lo puede modificar para ajustarlo a sus necesidades. Para lograrlo, este
debe tener acceso al codigo fuente, ya que si no se sabe el codigo es muy dificil
realizar cambios.

e EIl usuario puede redistribuir copias del programa, ya sea gratis o por una suma
determinada.

e El usuario puede distribuir versiones modificadas del programa siempre y cuando se
documenten los cambios al software.

Ejemplos de este software son los siguientes: Imlib3B y ITK.
1.1.5 Software de dominio publico.

El software de dominio publico (public domain software), es un software libre que tiene
como particularidad la ausencia de copyright, es decir, es software libre sin derechos de
autor. En este caso los autores renuncian a todos los derechos que les puedan corresponder.

Ejemplo de este tipo de software es el CellProfiler, que es el principal objeto de estudio

en este trabajo[12].
1.1.6 Software semi-libre.

Para la FSF el software semi-libre es un software que posee las libertades del software libre
pero solo se puede usar para fines especificos, por lo cual lo catalogan como software no

libre.
1.1.7 Software freeware.

El software freeware es software que se puede usar, copiar y distribuir libremente pero que
no incluye archivos fuentes. Para la FSF el software freeware no es software libre, aunque
tampoco lo califica como semi-libre ni propietario. Este software se asemeja mas al
software libre, porque no se debe pagar para adquirirlo o utilizarlo. Un ejemplo de este tipo

de software es el traductor Babylon y el BSPlayer.


http://www.fsf.org/
http://www.fsf.org/
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1.2 Formas de distribucion.

Fuera ya de las licencias podemos encontrar diferentes formas de distribuciéon de

software, entre ellas el freeware, el shareware o el adware. Estas clasificaciones afectan a

la forma en la que los programas son comercializados, y son independientes de la licencia

de software a la que pertenezcan[11].

Se define como Freeware todo aquel programa que se distribuya gratuitamente,
con ningun costo adicional. Uno de los grandes ejemplos es la suite de navegador
y cliente de correo y noticias de Mozilla, distribuido también bajo licencia GPL
(Software Libre).

Existe una diferencia notable entre el software libre y el freeware. El conflicto nace en

el significado del la palabra free en inglés, que significa tanto libre como gratuito. Por eso,

y como bien deciamos antes, el software libre no tiene por qué ser gratuito, del mismo

modo en que el freeware no tiene por qué ser libre[14].

El shareware es otra modalidad de comercializacion todavia mas extendida, el
programa se distribuye con limitaciones, bien como version de demostracion o
evaluacion, con funciones o caracteristicas limitadas o con un uso restringido a
un limite de tiempo establecido (por ejemplo 30 dias). Asi, se le da al usuario la
oportunidad de probar el producto antes de comprarlo y, mas tarde, adquirir la
version completa del programa. Un ejemplo muy claro de este tipo es el software
antivirus, estas compafiias suelen permitir la descarga de sus productos de
evaluacion que sélo son validos para un determinado nimero de dias. Una vez
superado el maximo, el programa se bloquea y es necesario comprar el producto
si se desea seguir utilizandolo.

También podemos encontrar programas gratuitos en su totalidad pero que
incluyen publicidad en su programa, este tipo de distribucién se denomina
adware. Un ejemplo muy claro es el programa Messenger de Microsoft, que

permite el uso de su software.


http://www.mozilla-europe.org/es/
http://www.softonic.com/index.phtml?&action=esales&id_section=551&by=license
http://www.softonic.com/index.phtml?&action=esales&id_section=551&by=license
http://messenger.msn.com/
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1.3 Descripcion de técnicas empleadas en el trabajo.

La segmentacioén es un paso imprescindible en diversos procesos de tratamiento de
imagen. Es necesaria para tomar medidas sobre una region, para realizar reconstrucciones
tridimensionales de una zona de la imagen, para la clasificacion o diagndstico automatico o
para reducir la informacion de las imagenes. Si de una serie de imagenes para un
determinado estudio sélo nos interesa una region concreta podemos segmentarlas y

almacenar sélo las regiones para el analisis posterior[15-17].

Aunque a simple vista, la deteccion de regiones pueda parecer una tarea sencilla, nos
encontramos con una serie de dificultades a la hora de realizar la segmentacion de una

imagen, como pueden ser:

- Artefactos

- Volumen parcial.

- Inhomogeneidad.

- Forma.

- Ruido.

- Conocimiento previo.

Formas de segmentacion[18]

» Manual: El usuario segmenta con una herramienta informética

» Automatica: El proceso se realiza sin interaccion por parte del usuario

« Semi-automatica: Hay etapas automaticas, pero el usuario sigue el proceso en todo

momento.

Técnicas de segmentacion
e Umbralizacion
e Deteccion de bordes
e Deteccion de regiones

e Clustering
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e Segmentacion de texturas
e Morfologia matemaética

e Redes neuronales.

Registro

Concepto de registro de imégenes:
Procedimiento de busqueda de la transformacion geométrica que pone en concordancia

espacial dos imagenes[18].

Pasos del Registro

e Calculo de la transformacion geométrica adecuada Algoritmos de registro.
e Aplicacion de la transformacion.

e Fusion de iméagenes.

Métodos de registro

Manuales
— Giros y traslaciones de una imagen hasta que coincide geométricamente con la otra

Semi-automaticos
— Registro por pares de puntos homélogos

Automaticos
— Optimizan una funcion de coste que esta relacionada con el grado de concordancia

— Requieren comprobacién visual del resultado.

1.4 Estudio comparativo de varios software dedicados al PDI en aplicaciones

meédicas.

En la tabla 1, se presenta la descripcién de cada uno de ellos segun su caracteristica

principal, version y clasificacion.
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Tabla 1 Caracteristicas de los principales Software.

13

Tipos de Software quat_:tenstwa Version | Observaciones
principal

BrainVISA Separa secuencias en De gran ayuda Yy
series de imégenes, 30 bastante bueno en su
segmenta,  visualiza, area de trabajo,
analiza (MRI)[19]. basado en imagenes

del cerebro.

Analyze Visualiza, manipula y Este software consta
mide imagenes de 600 funciones
multidimensionales 75 para trabajar con
Microscopia)[20].

Atamai Visualizacion y Un software que

. abarca las imagenes
registr MRI)[21]. 2.
egistrado ( )[21] 0 en Dy la
segmentacion, entre
otras cosas.

Galileo Galileo es un sistema Un software para el
automatizado de la trabajo especialmente
deteccmn, (CA.D)~ en con estudios sobre
mamografia, disefiado 3.0 cancer de mama
para la deteccion del '
cancer de mama[22].

IGSTK GUI para leer vy Es un software de

(Image  —Guided visualizar ~ imagenes, 201 facil dominio que

, seguimiento, e permite realizar
rger Ik . P
Surgery toolkit) registrado, etc[23]. técnicas de  gran
complejidad e
importancia.
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Adquiere, visualiza,

edita, analiza, procesa,

Es wuno de los
software mas

de distribucion, numero
organelos y el tamafio,
forma, textura, y los
niveles y la localizacién
de las proteinas y
fotoproteinas[9].

Imagetool .

comprime, salva e completos que hemos

imprime en  diversos 3.0 visto que es ademas

formatos[24]. de facil dominio para
el personal médico,
abarca un  &rea
bastante grande
donde satisface las
necesidades para el
trabajo con imagenes
médicas.

ImLib3D Procesamiento de Este es un software
imagenes 4.0 especificamente para
volumeétricas[25]. ' ingenieros porque su

trabajo es basado en
el PDI peroen C++.

ITK Open-Sourse para la Es un software que se

(Insight toolkit) seg_mentacién y el especialidqq enla
registrado[26]. segmentacion y

2.4 : -
registracion de
imagenes.

Son un conjunto de Un software que lo

VTK librerias que se utilizan podemos considerar
para la visualizacién y como bueno, es
el procesamiento de 5.0.2 | amplio yricoen
imagenes[27]. informacién, muy

parecido al ITK.
Es un Software de

CELLPROFILER | Es (til para medir una reciente creacion que
serie de caracteristicas ya esta siendo
de células, incluidas utilizado en
tamario de celda, ciclo 1.0 | laboratorios para

investigaciones
Biomédicas porque
tiene caracteristicas no
empleadas en ningun
otro software existente
principalmente en la
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identificacion de
células por ejemplo
las células Drosophila
Kc167 porque estas
células son
particularmente
dificiles de identificar
por andlisis de imagen
automatizado.

ImageJ

ImageJ es un
programa de gran
alcance para el
analisis de imagenes.
Puede calcular
estadisticas del area 'y
de los pixeles de
selecciones definidas
por el usuario. Puede
medir distancias,
angulos y crear
histogramas, apoya
funciones como:
manipulacion del
contraste, deteccion
de bordes y
filtrado[28].

1.38x

Es un programa que
realiza analisis de
imagenes muy buenos,
Fue creado en los
institutos nacionales de
salud [27].

1.4.1 Descripcion de los rasgos esenciales de los principales software analizados.

BrainVISA-Anatomist

BrainVISA es un software de visualizacion, este software puede analizar varios cerebros

simultaneamente, proporciona también algunas herramientas como pueden ser mapas

paramétricos en imagenes 3D del cerebro, también una caja de herramientas de dibujo

manual que se puede utilizar para varios propésitos[19].
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Un panel de control simple permite que el usuario accione algunas secuencias de
tratamientos en varias imagenes. Estos tratamientos son realizados por llamadas a las lineas
de comando proporcionadas por diversos laboratorios.

BrainVISA se distribuye con una caja de herramientas de bloques de edificio dedicados a
la segmentacion de imagenes. El producto de la planta de fabricacion principal compuesta
de esta caja de herramientas es el siguiente: acoplamientos de cada superficie del
hemisferio para el propdésito de la visualizacion, acoplamientos esféricos de cada superficie
blanca de la materia del hemisferio y un grafico de los dobleces corticales.

A continuacion se presentan varios cortes de las posibilidades que permite este software:

Figura 1. Imagenes del cerebro realizada con el software.

Analyze.

El sistema de software analyze se construye enteramente sobre una caja de herramientas
de las funciones optimizadas que se organizan en una biblioteca del software.

La biblioteca de la proyeccion de imagen es una coleccion de unas 600 funciones que
son accesibles para su uso en el analisis de imagenes[29].

La caracteristica mas importante de analyze es el paradigma en el cual funciona, una
arquitectura de gran alcance del software que permite que las imagenes volumétricas sean
procesadas simultdneamente[20].



CAPITULO 1. ESTUDIO DE LOS PRINCIPALES SOFTWARE EXISTENTES PARA PDI MEDICAS 17

En la siguiente figura se muestra las posibilidades de este software relacionado con lo
antes expuesto, imagenes volumétricas a las que se les realizan varios cortes

simultaneamente:

0T a e - Volumme Sender =101 x
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Fie Generate Tocks View Other Hep
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|

|28 94
Valuo=101 (Dbyect=S1an]

Figura 2. Funciones utilizadas por el Software Analyze.

ATAMAI

Atamai es un software para la proyeccién de imagenes médicas avanzadas que son
utilizadas internacionalmente tanto en investigaciones como en organizaciones comerciales.

Presenta herramientas de gran alcance de la visualizacién que se han aplicado en casos

biomédicos, quirtrgicos, y a la imagen procesando los campos, generando las soluciones
del software que aumentan productividad y traen a la vida nuevas imagenes[21].

Atamai presenta algoritmos de segmentacion que proporcionan un metodo conveniente
para extraer solamente las regiones de la imagen que se desea visualizar o investigar.

Atamai se especializa principalmente en:
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e Visualizacion quirdrgica.

e Registro lineal y no lineal de la imagen.

e Segmentacion de la imagen.

e Anaélisis y exhibicion de imégenes.

e Fusion de iméagenes.

e Ayuda para los formatos del archivo de una imagen mdltiple.
e Entrenamiento quirdrgico con ambiente virtual.

e Exhibicion y actualizaciones en tiempo real de la imagen.

A continuacion se presenta una imagen donde se resalta el area de la imagen segmentada

que se decidi6 visualizar.

3D Visualization and Segmentation

Figura 3. Visualizacién y Segmentacion de una imagen en 3D

Aportes del software Atamai en la Medicina:
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Atamai se puede usar en los casos de epilepsia para el registro y la fusion automatica de
la imagen de MRI/CT, la segmentacion automatica del electrodo ofrece: la anotacion de la
imagen y el volumen en este ambiente 3D.

A continuacion se muestra una imagen de vision lateral (hemisferio derecho). Los
electrodos colocados en la persona se etiquetan y se muestran en azul, luego Atamai
muestra el cerebro dividido en segmentos en un ambiente de 3D.

Epilepsy Visualization

Figura 4. Imagen de epilepsia con la visualizacion de los electrodos etiquetados en un
ambiente de 3D.
El nuevo software combina diversos tipos de exploraciones del cerebro en una sola

imagen haciendo mas facil localizar las areas afectadas.

Figura 5. Ejemplos de Imagenes del cerebro.

4. Galileo

Galileo CAD es un sistema destinado a procesar imagenes mamograficas digitales.
Funciona con algoritmos que se aplican a las imagenes para proporcionar la deteccion
automatizada (CAD) y crean un informe estructurado que detalla los resultados.

El reconocimiento de patrones del sistema de CAD de Galileo y el andlisis de la imagen

se realizan con el objetivo de la deteccion del cancer de mama[22].
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El software Galileo (CAD) identifica y marca las areas sospechosas en mamogramas
digitales. Galileo CAD puede ayudar a los radi6logos en la identificacion de las regiones
que pueden motivar una revision mas meticulosa en las mamografias.

Un ejemplo de esto es la Figura 8, que muestra un area detectada y marcada por el

software CAD, que consiste en un grupo de 3 microcalcificaciones contenidas en 1 cm? de

area.

Figura 6. Imagen mamografica con un area sospechosa marcada.

5 IGSTK

IGSTK esta disefiado para usos de seguridad. Con la disponibilidad de la caja de
herramientas de IGSTK, que contiene todas las componentes necesarias para construir una
imagen, los investigadores pueden centrarse en los principales problemas cientificos.

Se disefia IGSTK basado en los principios del software para asegurar confiabilidad y
seguridad del paciente en usos médicos[23].

El proceso del software de IGSTK tiene cuatro componentes importantes:

1. El sistema de control de la version del cddigo de fuente.
2. Estructura y gerencia del lanzamiento.

3. Automatizacién de la prueba.

4. Lacomunicacion y la documentacion.

El software IGSTK esté disefiado para detectar y visualizar a la vez enfermedades en
personas mediante el método de colocacion de una aguja, este procedimiento es menos
traumatico para la persona porque es un método menos doloroso que otras técnicas
empleadas en la medicina.
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A continuacion se muestra un ejemplo de este método, la arquitectura se basa en el
concepto de seguridad causando menos trauma al cuerpo y los pacientes se recuperan

rapidamente de estos procedimientos.

Georgelown NS Centes

Figura 7. El interfaz grafico utilizado es para proporcionar ayuda durante el proceso de la
colocacion de una aguja en la deteccion de enfermedades.
4.  Imagetool

El ImageTool (IT) es un software bastante completo y de fécil dominio por el personal
médico, la version 3.0 de IT puede adquirir, visualizar, editar, analizar, procesar,
comprimir, guardar e imprimir imagenes en escala de grises y a color.

IT puede leer y escribir mas de 22 formatos comunes de archivos entre ellos BMP, PCX,
TIF, GIF y JPEG. También incluye funciones de andlisis dimensional (distancia, angulo,
perimetro, area) y escala de grises con las mediciones (puntos, lineas y el area del

histograma con las estadisticas correspondientes). ImageTool apoya los estandares de las
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funciones de procesamiento de imagenes tales como la manipulacién del contraste, nitidez,
suavizado, deteccion de borde, filtrado de mediana y espacial[24].

A continuacion se muestra la deteccion de borde donde se enumeran las células en color
rojo y se presenta una tabla con varios pardmetros de esos objetos numerados.

Figura 8. Deteccion de bordes.
A partir de la deteccion de bordes este software muestra una serie de resultados que

incluyen entre muchos otros los mostrados en la Tabla 2: Area y perimetro.

Tabla 2: Resultados Obtenidos.

BF ) 21,83
il 2 16558 49.21
Ty 1 LM 97,60
il 1 BRSe 132.33

5 T 75,11
R E
ImLib3D

ImLib3D es una biblioteca de fuente abierta en C++ para el procesamiento de imagenes
volumétricas en 3D con un sistema separado de visualizacion. El objetivo de la biblioteca

es crear un marco que motive el trabajo de colaboracidn, es simple utilizarlo y proporciona
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una base coherente para la investigacién y el desarrollo médico en procesamiento de
imagenes[25].

La biblioteca estd actualmente en una etapa madura del desarrollo y estd construyendo
activamente una base del usuario. Contiene la mayoria de los algoritmos bésicos del
procesamiento de imagen, y mayor sofisticacion en algunos. Viene con un espectador
opcional que ofrece las visiones, las animaciones y las imagenes 3D.

La meta de ImLib3D es proporcionar un estandar de facil utilizacion para la

investigacion volumétrica.
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Figura 9. Varios cortes del cerebro visualizados en este software.
ITK

ITK es un software de cddigo abierto, orientado a objetos para el sistema de
procesamiento de imagen, segmentacion, y registro.

ITK es implementado en C + +. Ademas, es un sistema automatizado, un proceso de
envasado (por cable) generando interfaces entre C + + y los lenguajes de programacion
interpretados como Tcl, Java y Python. Esto permite a los desarrolladores crear software

utilizando una variedad de lenguajes de programacion[26].
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ITK es un estilo de C + + implementado, que se conoce como programacion genérica, es
decir, que utiliza plantillas para que el mismo codigo puede ser aplicado genéricamente a
cualquier clase o tipo que pasa a apoyar las operaciones utilizadas. Esas plantillas C ++
significan que el cddigo es muy eficiente, y que muchos problemas de software se
descubren en tiempo de compilacién, en lugar de en tiempo de ejecucién durante la
simulacion del programa.

A continuacion se ilustran graficamente las posibilidades y capacidades de este software

para registrar y segmentar imagenes:

3D Ultrasound Augmentation
NCI R0O1: Sue Weeks MD & Julien Jomier
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Figura 10. Aumento de una imagen de ultrasonido.

¥

3D-2D
Regisfration

Figura 11. Una imagen registrada en rayos X.
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MR Angiography (CE-MRA)

Figura 12. Imagen angiografica segmentada.

VTK

VTK (Visualization ToolKit) es un conjunto de librerias que se utilizan para la
visualizacion y el procesamiento de imégenes, aunque también se usan para la generacién
de objetos graficos 2D y 3D. Las librerias VTK constan de codigo abierto y software
orientado a objetos, a pesar de ser muy extensas y complejas, se han disefiado con vistas a
ser usadas por cualquier lenguaje de programacion orientado a objetos, como pueden ser
C++, Java, Tcl, etc.

VTK proporciona un sistema de visualizacién por software que permite, ademéas de
visualizar geometria, soportar una amplia variedad de algoritmos de visualizacién y otras
modernas técnicas de modelado[27].

VTK proporciona una variedad de representaciones de datos, incluyendo conjuntos de
puntos desorganizados, datos poligonales, imégenes, volimenes y mallas estructuradas,
rectilineas y no estructuradas. VTK también puede aplicarse a otros muchos campos: la
visualizacion médica, la exploracion petrolifera, la mecénica de fluidos, la reconstruccion

de superficies a partir de la digitalizacion con laser, etc.
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Figura 13. Imagen no registrada.
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Figura 14. Imagen registrada.
8. CellProfiler
Este software puede ser libremente descargado desde el sitio web. CellProfiler para

Windows, Mac y Unix (compilado, que no requieren MATLAB); es una técnica completa de
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los algoritmos de CellProfiler y mediciones, también se encuentra un botén de ayuda en
CellProfiler; y tuberias de informacion para identificar los diversos tipos de células.

CellProfiler esta disponible gratuitamente, es un software de analisis de imagenes que es
capaz de manejar cientos de miles de imagenes.

El software contiene métodos para analizar muchos tipos de células y ensayos y también
es una fuente abierta, una plataforma flexible para el intercambio, realizacion de ensayos, y
el desarrollo de nuevos métodos de analisis de imagenes por expertos[9].

CellProfiler presenta algoritmos avanzados de analisis de imagenes que son capaces de
identificar distintos tipos de células; un disefio modular que permite el andlisis de nuevos
ensayos Yy fenotipos; el cddigo fuente es abierto por lo que la metodologia es conocida y
puede ser modificada o mejorada por el usuario; un interfaz de uso facil y un disefio que
elimina muchos pasos que suelen participar en el analisis de la imagen, muchos de los
cuales son facilmente transferibles de un proyecto para otro (por ejemplo, el formato de la
imagen, que combina varios pasos de andlisis de imagenes, o repetir el analisis con un poco
de diferencia en los parametros).

El software utiliza el concepto de una "tuberia o canal de informacién” de cada uno de
los mddulos, cada modulo procesa las imagenes de alguna manera, y los médulos se
colocan en orden secuencial para crear dicha tuberia: por lo general el procesamiento de
imagenes, identificacion del objeto y la medicion. La tuberia de mddulos y sus ajustes se
guardan y pueden ser utilizados para reproducir el analisis 0 compartir con otros usuarios.

Este software ha sido seleccionado por su aplicabilidad en nuestro medio para realizar un
estudio mas profundo y detallado del mismo, el cual se describe en los restantes capitulos

de este trabajo.

ImageJ

ImageJ es un programa de procesamiento de iméagenes, de dominio publico. Puede

exhibir, corregir, analizar, procesar e imprimir imagenes de 8-bit, 16-bit y 32-bit, puede leer
muchos formatos de imagenes incluyendo el TIF, GIF, JPEG, BMP, DICOM y FIT[27].

Las operaciones que implican consumo de tiempo que puede ser aprovechado, tales
como lectura del archivo de la imagen se pueden realizar en paralelo con otras operaciones.

Hace transformaciones geométricas tales como escalamiento y rotacion.
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En las siguientes figuras se muestran varias funciones realizadas en este software.

A continuacion la segmentacion de una imagen:
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Figura 15. Imagen original e imagen segmentada.
Luego se presenta la deteccion de bordes donde se muestra el conteo de células que
realiza este programa, los objetos detectados aparecen enumerados y en rojo para

identificar a cada célula.
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Figura 16. Deteccion de bordes y conteo de células.
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Los numeros utilizados en la figura anterior son los que se emplean en la tabla 3 donde
se calculan distintos parametros como area, perimetro y mediana, entre otros conocidos.

Tabla 3: Céalculo de parametros.

f; Resuilts =18 X
File Edit Font
\Area |Mean |[Min |[Max |Perim. |Median | -+

308 232 255 285 255 59N 2585
307 306 255 285 255 /536 285
308 135 255 285 2585 4483 ZE5
Jo8 2¥9 255 285 255 Y043 ZE5
310 115 255 285 255 4770 255
311 176 255 285 255 48380  ZE5

312 1583 285 299 295 47 .80 295 -
4 11} »

Este software tiene la posibilidad de afiadirle ruidos. Entre ellos tenemos el gaussiano,

el Salt and pepper (sal y pimienta) que es el que se muestra a continuacion y otros.

Figura 17. Imagen contaminada con ruido.
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1.5 Introduccién al estudio de un software apropiado para PDI de microscopia

celular.

Existen diversos software para evaluar, comparar y realizar técnicas de gran
aplicabilidad en el campo de PDI médicas obteniendo magnificos resultados en el area
donde se especializan. No obstante después de un analisis realizado, se llega a la conclusion
que en Cuba existe la necesidad de potenciar el desarrollo en cuanto al procesamiento
digital de imagenes microscépicas, dado que actualmente a nivel mundial, el analisis de
estas imagenes, se ha beneficiado con los avances en las tecnologias de computacion y de
adquisicién de iméagenes digitales.

Las células son la unidad fundamental de la vida; por lo tanto, muchas avenidas de la
investigacion convergen en ellas por eso el principal objetivo de este trabajo es
proporcionar un método, mediante la asimilacién de un software capaz de facilitar la
investigacion, asi como el diagnostico médico basado en el analisis de células a través del
procesamiento digital de las iméagenes de microscopia digital.

El Software seleccionado para su estudio es CellProfiler por sus cualidades y diversas
caracteristicas de analisis e identificacion de células. EI mismo podria contribuir a
satisfacer la gran necesidad que dispone Cuba de un Software con las caracteristicas
encontradas en él. A continuacién se muestra una vision mas amplia y argumentada sobre
el CellProfiler. Este software se crea fundamentalmente porque existe una alta demanda en

la etapa de andlisis de la imagen.
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CAPITULO 2. Metodologia para el empleo del software CellProfiler.

En el capitulo anterior se concluye que el software CellProfiler es de gran utilidad para
investigaciones cientificas donde se requiere analizar iméagenes de microscopia celular, por
su gran capacidad de trabajar con ellas. En este capitulo se presenta una descripcion de la

metodologia de empleo de CellProfiler.

En el epigrafe 2.1 se exponen los pasos a realizar para la instalacion del software,
ademas de algunas recomendaciones que pueden servir de gran ayuda en el trabajo con el

mismo.

En el epigrafe 2.2 se presentan tareas destinadas a entrenar al usuario para realizar

distintas técnicas con empleo de CellProfiler.

El epigrafe 2.3 presenta un ejercicio de simulacion, elaborado para ejercitar en el

software CellProfiler.
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2.1 Guia de la instalacion de CellProfiler.
1. Realizar la transferencia directa y extracto de todas las carpetas de CellProfiler y

el directorio de los mddulos a cualquier carpeta, pero todos los archivos deben permanecer

en igual carpeta, ejemplo: (C:\Program Files\CellProfiler).
2. Instalar el MCRInstaller.exe.

3. Luego se marca la carpeta que inicia el software CellProfiler para comenzar,
CellProfiler.exe. La primera vez el programa demorara un corto tiempo para descomprimir
el archivo de CTF.

4. (Pasos opcionales) chequear la ayuda > HelpGettingStarted dentro de CellProfiler.
> fijar las preferencias, que haran mas fécil utilizar CellProfiler. En muchas

PC, es beneficioso fijar el tamafio de fuente a 8 en vez de 10.

2.2 Desarrollo del programa para mejor dominio.

CellProfiler es de facil dominio para cualquier personal, no se necesita saber programacion
para trabajar con él, es un programa basado en modulos y tuberias que una vez construidas
se pueden emplear en cualquier imagen.

Es una herramienta de Matlab pero no requiere de €l para su instalacion, solo del
Component runtime.

Su desventaja es que no permite maximizacién del programa, aunque si de las imagenes

obtenidas.
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A continuacion se muestra la interfaz grafica de CellProfiler para una mayor

familiarizacion con él:

CellProfiler
File DataTools ‘Windows Help

EADunia\CellProfilenxP32
EADuniaiCellProfileiiP32

pinelsies 1 | OWU  onouimat |2 Analyze mages

Figura 18. Se muestra la interfaz gréafica de CellProfiler.
2.2.1 Confeccién de un programa nuevo.

Para una mayor comodidad se crea una carpeta con las imagenes que se desean analizar
y luego vamos a la parte inferior derecha; en el primer Browse debemos poner la direccién

donde se encuentra la imagen que deseamos analizar, como se muestra en la figura:

Figura 19. Abrir una carpeta.

Por otra parte si solo queremos cargar una tuberia, que es como decir que vamos a
cargar un programa realizado, algo que ya estd hecho y lo vamos a correr o modificar,
hacemos lo mismo que anteriormente y luego cuando se encuentre en la ventana de la
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derecha en la parte inferior le damos dos clic y se puede ver los mddulos que ya estaban
realizados.

2.2.2 Abrir médulo.

Una vez cargada la imagen se fija la atencion en lo que se quiere hacer para ello se abre
un modulo que es como se le conoce en este software, su lenguaje.

El modulo se encuentra en la parte izquierda de la interfaz a mediacion en el simbolo de
+ que hay alli.

A continuacion se muestra un ejemplo de lo antes expuesto:

" Abrir Médulo i
-3 CellProfiler EIOX

File DataTools Windows Help

CellProfiler
' image analysis
pipeline:

Mo Modules Loaded -~

Abrir el modulo para buscar lo
que queremos hacer.

/. B
2l Miustmndnles:gjﬂﬂ
[AS 09125 050116030001 DO3JPN
2| Default image DAOtrostescuela\Cel Profilenprobar Browse...
1 i:ﬁﬁia:{il output D:\CtrostescuelaiCellProfileriP32 Browse...
¢ > _ ?[Pixel size: 1 | Output DefaultOUT. mat ?|  Analyze images|

-
Figura 20. Abrir un modulo.
2.2.3 Seleccionar la categoria.

Después que se abre el mddulo apareceran una serie de categorias, que son las técnicas,
estadisticas, parametros, entre muchas cosas mas gue se pueden hacer en este software.

A continuacion veremos un ejemplo de estas categorias:
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i

" Distintas Categorias

LellF -1,,':\-,:

Fle DataTooks Windows Hep

X

‘ CellProfiler Module Categories (CreateBatchFiles A
|ExportToDatabase
image ana S " |
? ollnew File Processing | [ExporToExcel
J Fipete: (Image Processing GroupMovieFrames
No Modules Loaded A Il Object Processing Loadlmaqes

{Measurement LoadSinglelmage

Other |LoadText
|PauseCellProfiler
|RenameOrRenumberfiles

v/ |Restart
—  Savelmages
SplitOrSpliceMovie
For Selected Module
+Add To Pipeline ]
2 Module Help |
2. Adustmodules: + - | v/
AS 09125 050116030001 03PN 7Oy e |
Browse... |
¥ Done

<

~
~

Figura 21. Visualizacion de las diferentes categorias.

En la primera categoria tenemos a: File Processing (aqui se muestra como cargar la
imagen, salvarla, poner pausa, entre muchos otros).

En Imagen Processing que es la segunda categoria se presenta: la conversion de color to

gray o viceversa, la correccion de la iluminacion, entre otros.

A continuacion esta Object Processing en esta se presentan varias técnicas como son: la

segmentacion, la clasificacion de objetos, etc.
También estan las Measurement donde se pueden calcular: la correlacion, el radio, las

areas ocupadas, la textura, la intensidad, y otras.

Por ultimo en la quinta categoria se muestran otras cosas como pueden ser los
histogramas, mandar algun mail, entre otros.
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2.2.4 Adicionar el médulo.

Es un paso mediante el cual se va ha seleccionar la operacion que deseamos realizar,

solo debemos dar un clic en la parte donde dice add to pipeline y luego apretando Done se

puede volver a la parte donde se debe trabajar para insertar los datos segun los resultados

que se quieran obtener.

Un ejemplo de lo antes expuesto:

AR AR At abesnesn  Pubca

Figura 22. Adicionar el médulo.
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Figura 23. Salir de los mddulos.

2.2.5 Obtener resultados.

Para obtener los resultados de las distintas tuberias realizadas se debe marcar Analyze
images y ver de forma visual los resultados de las operaciones.

Ejemplo de donde se obtienen los resultados:
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Obtener Resultados ¥

Para ver los Resultados

Figura 24. Obtener resultados.

2.3 Ejemplo demostrativo en CellProfiler.

A continuacidn se muestra una secuencia de pasos para la realizacion de este ejercicio que

relizara una segmentacion de una imagen y detectara sus bordes.

1. Crear la carpeta donde se encuentra la imagen o las iméagenes que se desean analizar en

este caso esta creada en D:\.

2. Abrir el CellProfiler, dirigirse a Browser y buscar la direccion de la carpeta creada en

el paso anterior.

3. Luego se va a los médulos para seleccionar lo que se quiere hacer y una vez ya en las
categorias buscamos las opciones de Loadlmages, IdentificPrimAutomatic,
IdentificSecondary y OverlayOutlines si se quiere guardar alguna de las imagenes

procesadas incluimos Savelmages.

3 A continuacion se le van introduciendo los datos a cada funcion segun la pregunta
que el software realiza en cada caso por ejemplo para cargar una imagen muestra lo

siguiente:
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-} CellProfiler HEE

Fle DataTools Windows Help Forma de cargar
v [ i
g 0s archivos
CellProfiler How do you want to load these files? Text-Exacé
image analysis

Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), oGt
or their position in each group (for ORDER option): \

pipeline:

IdentifyPrimAutormatic What do you want to call these images within CellProfiler?  Origcolor
|dentifySecondary
Cwerlay Outlines

Type the text that one type of image has in common {for TEXT options),
or their position in each group (for ORDER option):

Nombre de

j —

la Imagen

What do you want to call these images within CellProfiler? ! S ~
Type the text that one type of image has in common for TEXT options), ; — 1
or their position in each group (for ORDER option):
What do you want to call these images within CellProfiler? !
Type the text that one type of image has in common (for TEXT options), ; //
or their position in each group (for ORDER option):
hd
What do you want to call these images within CellProfiler? /
ﬂ Adjust mudules:jjjﬂ ¥ I

-

02 frotis de sangre hurmana-3400 ~ -
L2 fretis e sangre humana-J60C ﬂDefault image coq\Dunia ZamaraTesis Dunia\Progtama\CellProfilenExamplesipruehal | Browse..

D6a frotis de sangre humana-480 faldar
46 reticulocytes copia jpg ﬂDefault output D:\clases\Dunia ZamaratTesis Dunia\ProgramalCellPrafilerd®32 | Browse...
A7 reticulocytes. jug w  folder:
s 3 ﬂPixelsize: 1 " Output|  poraykaUT _158.mat j Analyze images
HAname:!
Figura 25. Ejemplo demostrativo.
5. Igual pasa con la ldentificPrimAutomatic, la IdentificSecondary vy

OverlayOutlines que realizan varias preguntas para la simulacion de la imagen

entre ellas esta la técnica de segmentacion que se desea realizar.

-} CellProfiler BER

File DataTools Windows Help

CellProfiler What did you call the images you want to process? Crigcolor v
(TR s What do you want to call the objects identified by this module?| ~ Muclei

pipeline: 29999
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max): . i
Loadlmages ~ ) . . i TIpO de
Idantify PrirmA Discard ohjects outside the diameter range?|es hd
Identify Secondary Try to merge too small objects with nearby larger ohjects? Mo v iA
OverlayQutlines g : L e, L SegmentaClOﬂ
Discard objects touching the border of the image? Yes v
Select an ic thresholding method or enter an absolute threshold O
in the range [0,1]. To choose a binary image, select “Other” and type its
name. Choosing "All" will use the Otsu Global method to calculate a O
single threshold for the entire image group. The other methods | 055 /v/—n

calculate a threshold for each image individually. “Set
interactively” will allow you to manually adjust the
threshold during the first cycle to determine what will work well.

bl
? i . o
J it mudules.jJﬂﬂ Threshold correction factor 1 =

02 frotis de sangre humana-3400 4 _

géa\fr;toiisdSeszggrgiehﬁumrizﬁfjgg ﬂ?ﬂ‘i:a:!“mage sesiDunia Zamara\Tesis DuniatPrograma‘CellProfiler\Examplestpruebal| Browse...

46 reticulocytes copia.jpy j Default output Driclases'Dunia ZamaraTesis DuniatProgramatCellProfilers{P32 Browse...
47 reticulocytes. jpy +  folder:

< > ﬂPiersize:1 Outpul | pefauitOUT_ 159.mat j Analyze images

filanamao:

Figura 26. Visualizacion del método de segmentacion.
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CellProfiler - [ x|

File DataTools Windows Help

Loadimages
IdentifyPrimAu Propagation v

Origcalar @

02 frotis de sangre humana-3600 = :

064 fiois de sangre humana-481 ses\Dunia ZamaratTesis Dunia\ProgramatCell Profilef\Examplesiaruebal
46 reticulocytes copia.jpy Diclagesh\Dunia Zamara\Tesis Dunia\ProgramatCellProfilarP3z2

A7 reticulocytes.jpg v

i i 2 DotoUT_tSomat |2 Anale mages

Figura 27. Método de segmentacion en IdentificSecondary.

CellProfiler
File DataTools Windows Help

Origeolor

CellsCutli...

Loadimages

IdentifyPrimAutomatic Max possi...

OutlinedCells

gé;rfortoitsisdZeszgﬁ;erehﬁznrizﬁﬁigga ses\Dunia Zamara\Tesis Dunia\ProgramaCellProfilerE xamplesipruehal
46 raticulocytes copia joy Diclases\Dunia Zamara\Tegis Dunia\ProgramatCallPrafilerF32

?  DefaitOUT_iamat |2

Figura 28. Método de deteccion de bordes.

40



CAPITULO 2. METODOLOGIA PARA EL EMPLEO DEL SOFTWARE CELLPROFILER.

6. Por ultimo para ver los resultados activamos Analyze images:

Input Image, cycle #1 |dentified Muclei

100
200 8
300
400

400
R

B00
100 200 300 400 500 GO0 100 200 300 400 500 600 A6
[+]1B

Qutlined Muclei

Threshold: 0.065
Murnber of identified objects: 211
0% of objects within diameter range [2.3, 29.2] pixel

100
200

T g 20.3% of image consists of objects

400 Srnoothing filter size: 15.0

£00 Maxima suppression size: 15

600

00 200 300 400 500 GO0

Figura 29. Resultados de la segmentacion en IdentificPrimary.
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Input Image, cycle # 1 Qutlined Cells

100
2008
300
400
&00

500 g

100 200 300 400 500 GO0 100 200 300 400 500 eon (MG

[v]B

Cells Cutlines on Input Image Cutlines of Muclei and Cells on Input Image

100
200

300
400
400
GO0

100 200 300 400 500 AOD

100 200 300 400 500 GOO
Threshald: 0.072 20.3% of image consists of objects

Figura 30. Resultados de la segmentacion en IdentificSecondary.
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Original Image with Outline Overlay, cycle #1

400

&00

BOO

Figura 31. Resultados de la deteccion de bordes.
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Las técnicas que se utilizan son automaéticas, pero el software también permite mddulos
interactivos.
Otro ejemplo realizado con la misma figura pero empleando una técnica interactiva de

segmentacion.

FHeset
Input Image

Intensity Distribution

0 1
Figura 32. Segmentacion de la imagen anterior.

Otro ejemplo realizado en el CellProfiler con este tipo de técnica interactiva de

segmentacion, pero con imagenes de células de la sangre humana.
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-} CellProfiler AEE

File DataTools Windows Help

CellProfiler What did you call the images you want to process? OrigGreen v |
image al.nalySIS What do you want to call the ohjects identified by this module? Muclei
pipeline:
Typical diameter of objects, in pixel units (Min,Max): 828
Loadlmages ~
CDIDrToGgray Discard objects outside the diameter range? ‘es v
Invertintensity : Try to merge too small objects with nearby larger objects? Mo v
Identify PrimAutomatic
Discard objects touching the border of the image? Yes v

Select an automatic thresholding method or enter an absolute threshold
in the range [0,1]. To choose a hinary image, select "Other” and type its
name. Choosing "All" will use the Otsu Global method to calculate a
single threshold for the entire image group. The other methods
calculate a threshold for each image individually. "Set

interactively” will allow you to manually adjust the

threshold during the first cycle to determine what will work well.

Threshold correction factor 1

-

v
ﬂ Adijust mudules:jjﬂﬂ
-

Sin titulo-2 jpyg

gﬁﬁloiﬁorj];; j E“?Lan“r“ image |ses\Dunia ZamaratTesis Dunia\Programa\CellProfile\Examplesipruehal | Browse...
fratis jpg j Default output DriclasesiDunia ZamaraiTesis DuniatProgramaiCellProfileryP32 Browse...
illumPIPE. mat w  folder:

- e o ﬂpixﬂ size: 1 | OUBUl|  DorayOUT 232 mat j Analyze images

filename:

Figura 33. Intesfaz grafico de la segmentacion.

Input lmage Segmented

Intensity Distribution

1] 0.5725

Figura 34. Resultados de la segmentacion.
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CAPITULO 3. Descripcion y demostracion del software CellProfiler.

La aparicion y desarrollo de la microscopia digital, se ha beneficiado con los avances en las
tecnologias de computacion y de adquisicion de imagenes digitales, asi como del desarrollo
de nuevas tecnologias para investigaciones bioldgicas[30].

La principal motivacién en la actualidad para introducir tecnologias de PDI en el rastreo
de células es el gran volumen de datos que se generan en los experimentos, se requiere una
amplia utilizacion de técnicas de deteccion de bordes, segmentacion, filtrado morfoldgico,
correlacion de formas, etc. El analisis por observadores humanos es lento, no escalable a
estudios masivos y esté sujeto a las variaciones debidas a la subjetividad del analista.

En el epigrafe 3.1 se presenta una descripcion con las principales caracteristicas
encontradas en este software.

En el epigrafe 3.2 se demuestran las capacidades mediante ejemplos de este software
realizando distintas técnicas, algunas mas complejas que otras, que no por eso dejan de ser
importantes, se realizan algunas de gran importancia y utilidad como es la segmentacion,
esta técnica es necesaria para tomar medidas sobre una region, para realizar
reconstrucciones tridimensionales de una zona de la imagen, para la clasificacion o
diagndstico automatico o para reducir la informacidon de las imagenes.

Se concluye este capitulo con el epigrafe 3.3 que explica y demuestra mediante ejemplos
una comparacioén realizada de este software con las herramientas de PDI de Matlab en
cuanto a deteccion de bordes obteniendo resultados satisfactorios, ya que se obtuvo que
CellProfiler en iméagenes complejas y dificiles de distinguir se mantiene dando resultados
con una gran calidad en las imagenes a diferencia de las funciones de las herramientas
originales de procesamiento de imagenes de Matlab, que transforman practicamente la

imagen porque no reconocen con la misma exactitud los bordes de las células.
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3.1 Descripcion del software CellProfiler.

CellProfiler contiene una variedad de algoritmos para la identificacion de las células
(segmentacion) en imagenes obtenidas sobre la base de microscopia de fluorescencia y
otros.

CellProfiler contiene un médulo en tres etapas basadas en algoritmos:

1. Agrupa objetos conocidos y los separa.

2. Encuentra las lineas divisorias entre los objetos.

3. Algunos de los objetos resultantes pueden ser removidos sobre la base de sus
mediciones, por ejemplo, su tamafio o forma.

Anteriormente no era posible la medicion del tamafio de la célula Drosophila debido a
que el método watersheds utilizado a menudo falla al tratar de encontrar las fronteras entre
las células agrupadas. Por lo tanto, en CellProfiler se aplica un algoritmo de propagacion
mejorado, ademas de varios métodos estandar de identificacion secundaria de objetos.

Otros compartimentos subcelulares también pueden ser identificados, incluido el
citoplasma y la celda o la membrana nuclear. La descripcion técnica de estos algoritmos
esta disponible en la ayuda de CellProfiler.

También existen mddulos para medir diversas caracteristicas (por ejemplo, la intensidad,
la textura, la saturacién, difuminar la zona ocupada por una mancha) de una imagen en su
totalidad.

A diferencia de otros software, CellProfiler de disefio modular y de codigo abierto
permite medir rdpidamente nuevos fenotipos celulares segln sea necesario.

CellProfiler es efectivo analizando varios tipos de células, incluidas las Drosophila
Kcl67. Estas células son particularmente dificiles de identificar mediante anélisis de
imagen automatizado.

En cuanto a su aplicabilidad se ha demostrado que CellProfiler es Gtil para medir una
serie de caracteristicas de las células, incluidas tamario de la célula, ciclo de distribucion y
el tamario, forma, textura, y los niveles y la localizacion de las proteinas y fotoproteinas. A
diferencia de los programas informaticos existentes anteriormente, CellProfiler es eficaz en

un namero de tipos de células y organismos.
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CellProfiler ya esta siendo utilizado por laboratorios de todo el mundo que estudian una
variedad de procesos bioldgicos en otros tipos de células y organismos, incluidas las
siguientes:

1. Drosophila (tejido epitelial).

2. En humanos (la biopsia de prostata, tejido glandular).

3. Enadultos las células madres y el cancer de pulmon).

4. En ratdn (las células precursoras neuronales derivadas de embriones, secciones de
tejido pulmonar, aisladas células germinales).

5. En rata (la comunicacion personal).
3.1.1 Diferencias entre el andlisis mediante el CellProfiler y la observacién visual.

Mientras que los observadores humanos detectan caracteristicas importantes en las
células también hay que reconocer que se pierde informacion en las imagenes al no poder
visualizar o descubrir sutiles muestras de interés que de cierto modo serian perdidas, el
hombre notd que los anélisis de las imagenes son cualitativos.

Por el contrario, el analisis automatizado produce rapidamente coherencias de medidas
cuantitativas en cada imagen. La medicion de un gran nimero de caracteristicas, incluso
caracteristicas indetectables por los ojos, ha demostrado ser Gtil para la citologia, y la
citometria de perfiles, entre otros.

Los bidlogos pueden preparar miles de muestras por dia utilizando la automatizacion,
que permite pantallas quimicas y gendmicas funcionales (por ejemplo, utilizando ARN de
interferencia). CellProfiler puede hacer frente cuantitativamente a una variedad de
cuestiones bioldgicas, incluida las de ensayos estandar (por ejemplo, el tamafio de las
células, los niveles de proteina celular) y ensayos de complejidad morfoldgica (por

ejemplo, la celda, la forma o patrones de ADN o de proteinas de tincion)[9].

3.2 Demostracion de las capacidades de CellProfiler.

El software CellProfiler tiene la posibilidad de realizar multiples funciones que con

otros no se podrian hacer, es un software de alto rendimiento de analisis de células.


http://viaclinica.com/journal.php?abbr=BMC+Cancer&page=1
http://viaclinica.com/journal.php?abbr=Respir+Res&page=1
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CellProfiler satisface las necesidades actuales, en el sentido de que contiene: algoritmos
avanzados de andlisis de imagenes que son capaces de identificar con precision las células,
es un disefio flexible que permite el anlisis de nuevos ensayos y fenotipos.

CellProfiler contiene métodos estandar para hacer frente a las variaciones de
iluminacién, permitiendo diversos métodos para ser comparados uno al lado del otro y que
son ademas menos ruidosos.

CellProfiler contiene un gran numero de caracteristicas que pueden ser evaluadas para
cada celda o compartimiento subcelular, como son: area, forma, intensidad y textura.

Estas células son de mamiferos y algunos tipos de caracteristicas celulares de interés

farmacéutico, incluyendo la translocacion de proteinas y la formacién de microndcleos.

3.3 Funciones que realiza el CellProfiler.

La figura que se presenta a continuacion es la imagen a color que pasa a escala de grises

para poder trabajar con ella posteriormente en otras técnicas.

Input Color Image, cycle #1 Blue Image

100 100
200 200
300 300

400 ; 400 VR

200 400 60D 20 400 60 MG

VB

Red Image

100 100

200 200
300 300

400 400

Figura 35. Separacion de Colores.
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Para una mejor visualizacién se invierte la imagen de fondo negro a fondo blanco con

Imagen en negra para detectar regiones que anteriormente se veian confusas.

Input lmage, cycle #1

100
200
300

400

o0
200
o0}

A00

1 1 L e el |
100 200 300 400 500 BOO
Figura 36. Imagen invertida.

Uno de los pasos méas importantes en analisis de imagenes es la correccion de la

iluminacién. La iluminacion suele variar mas de 1,5 veces en todo el campo de vision.

Input Image, cycle #2 lllumination Corrected Image

100 100

200 200

300 |§ 300 B

400 400

500 500

g0 50D VR
200 400 60D 200 40 6o MG

v B

llumination Correction Function Image

100
200
300
400
500

500 p-
200 400 600

Figura 37. Correccién de la iluminacién.
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En la siguiente figura se muestran los objetos de identificacion primario y secundario

(también denominado segmentacion) que es el mas dificil paso en el analisis de imagenes y

su exactitud determina la precision de las mediciones resultantes de las células.

Aqui se muestran algunos calculos que se realizan por ejemplo: el umbral, el nimero de

objetos identificados, el % de los objetos dentro de la gama de didmetros expresados en

pixeles, entre otros.

Para realizar la segmentacion primero se

(generalmente nucleos)

Input Image, cycle #1

200

300

400

500

GO0

100 200 300 400 500 GO0

Outlined Muclei

identifican los objetos primarios

Identified Muclei

200 300 400 500 600 MG

200
300
400
500

B00 .
100 200 3500 400 500 GO0

Threshold: 0.087
Murrber of identified ohjects: 269
90% of ohjects within diameter range [7.0, 26.2] pixels

206% of image consists of objects
Smoothing filter size: 15.0

Maxima suppression size: 15

Figura 38. Segmentacion del objeto de identificacion primario.
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Después, los bordes de los objetos secundarios que rodean a cada objeto principal

(generalmente bordes de células).

Input Image, cycle #1 Qutlined Cells

100

200

300

400

500

B00 R

100 200 300 400 500 600 (MG
[v]1B

100 200 300 400 500 GO0

Cells Outlines on Input Image

K
200
300 §
400
500

100 200 300 400 500 GO0

Threshold: 0.087

Dutlines of Muclei and Cells on Input Image

100 ;
200
300
400

500

&00

100 200 DD 400 500 600

20.8% of image consists of objects

Figura 39. Segmentacion del objeto de identificacion secundario.

3.4 Comparacion del CellProfiler con Matlab en cuanto a deteccién de bordes.

Una de las caracteristicas de las imagenes que se pueden obtener facilmente y cuya

deteccidn resulta til en varias aplicaciones son los contornos y bordes dentro de estas.

En la deteccion de bordes, la imagen inicial se reduce al contorno o borde de los objetos
que ella contiene, y esto se emplea para el reconocimiento de los objetos o de otras

caracteristicas mediante la aplicacién de algoritmos de mayor complejidad.
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3.4.1 Breve descripcion de los métodos de deteccion de bordes en Matlab.

A los efectos de este andlisis, se considerara contorno o borde en una imagen a la frontera

entre dos regiones homogéneas, iluminadas con diferente intensidad o color[30, 31].

Deteccion de bordes: Principios Generales

o El realce de bordes se puede realizar a partir de un proceso de filtrado espacial.
e Se han utilizado para este proposito en este trabajo los dos métodos siguientes:
1. Desplazamiento y sustraccion
2. Gradiente

Deteccidn de bordes por desplazamiento y sustraccion.

e Este es el método méas sencillo de realce de bordes, que permite ademas obtener
informacion en las direcciones horizontales o verticales.

e Al desplazar una imagen horizontalmente y restarla de la imagen original, se realzan los
bordes verticales. Esto es el equivalente a efectuar una operacion de derivacion.

e Un proceso analogo se puede efectuar para realzar los bordes horizontales. El resultado

de estas operaciones se asemeja a las caracteristicas de un grabado.

Imagen Criginal Metodo de desplazamiento y sustraccidn
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Figura 40. Imagen Original Figura 41. Empleando el méetodo de

Desplazamiento y Sustraccion.
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La superposician de la Imagen Original-DS

Figura 42. Superposicion de ambas imagenes.

Ejemplo de méscara utilizada para calcular el gradiente.

e Se muestra las mascara de Sobel, para las direcciones horizontal y vertical: se aplican
para ambas direcciones y se calcula la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de fx y fy

para cada pixel resultante, o la suma de sus modulos.

-110]|1 1121
-210|2 0[0]0
-110]1 -1(-2|-1

Sobel
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Imagen Criginal Meétodo de Sobel
L » 1 ) S:' -
.-. l. ~ g ¥ . ,-. 0 ::J:,
* e *rte L S
et * a=- L ] - ) =
atneg - L o® "__ R
. # 1. ..‘ '- i . : :‘D {
- ® . . [y

- i b o Y

L] ]
. @ e 0

» L%
a ¥ " B ; oo
" -, .'U' ‘ " 3 " 'ﬁi - I_:'“::,.U \:305-; o

» . = .. L o= (O R
.t - P oo ~ 20«
(L : "% '-" Q% “n " e
-:.l! - : .:... :‘.{_'.\\‘,"}P‘ G oy a( é’ 'C'Dc.,
R . "'-o?'”’oi\ R L Cont
I -.h .o .". R m, Oh‘-f-’
Figura 42. Imagen Original Figura 43. Deteccion de bordes empleando el

método de Sobel.

La superposicidn de la lmagen Criginal-Sobel

Figura 44. Superposicion de la imagen Original con los bordes

detectados por el Método de Sobel
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3.4.2 Demostracion de ambos software mediante imagenes.

Iméagenes en Matlab

Imagen Original

Figura 45. Imagen Original
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Deteccion de Bordes con Sohel

Figura 46. Deteccion de Bordes empleando el método de Sobel.
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Deteccion de Bordes con prewitt

Figura 47. Empleando el método de Prewitt.
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Figura 48. Empleando el método de Log.
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Figura 49. Empleando el método de Canny.
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Imagenes en CellProfiler

Usando CellProfiler se realiza la siguiente deteccion de bordes.

Original Image with Outline Overlay, cycle #1

Figura 50. Deteccion de bordes usando el CellProfiler.
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A continuacién se presenta una tabla exponiendo una comparacién de conteo de células
entre la forma visual, CellProfiler y Matlab (Image Processing Toolbox) mediante la

funcién de bwlabel, para varias imagenes desde simples hasta mas complejas[32].

Tabla 4 Conteo de Células.

Nombre de la Visual Matlab CellProfiler
Imagen
Imagen 1 25 25 25
Imagen 2 o4 o4 94
Imagen 3 298 258 279
Imagen 4 227 197 217
Imagen 5 207 174 190

Imagenes del conteo de células.

Figura 51. Imagen 1
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Figura 52. Imagen 2

Figura 53. Imagen 3
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Figura 54. Imagen 4

Figura 55. Imagen 5
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Conclusiones:

Después de un andlisis realizado con ambos software y con distintas imagenes, se
concluye que el resultado obtenido en Matlab es bueno para algunas imagenes que no
tengan tanta complejidad en sus células, siempre que estas estén bien definidas los
resultados en Matlab son satisfactorios pero si le damos una imagen dispersa y compleja no
alcanza a ver lo que realmente es una célula, en algunos casos las células se superponen y
en otros reconoce los cambios de intensidad como ceélulas, por lo tanto no presenta una
precision a la hora de definir el numero de células y su contorno o borde, existe una
variedad en sus resultados, mientras que CellProfiler en todo momento se comporta de
igual manera sin variar sus resultados garantizando una mejor calidad, que se puede
percibir a simple vista y con gran exactitud en el ejemplo escogido, por tanto el Software
CellProfiler en cuanto a deteccion de bordes y conteo de células es superior al

Matlab(Image Processing Toolbox).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. El software CellProfiler supera técnicamente a otros programas informaticos
existentes con anterioridad porque permite medir una serie de caracteristicas de
células, incluidas el tamafio, la forma, la localizacion y otras no empleadas como la
distribucion del ciclo celular, el nimero de organulos, la textura, y los niveles de
fosfato y proteinas. CellProfiler es eficaz en un gran nimero de tipos de células y
organismos, por ejemplo las Drosophila Kcl167, porque estas células son

particularmente dificiles de identificar mediante el analisis de imagen automatizado.

2. Es un software que facilita el trabajo en los laboratorios, ya que con un mismo
programa pueden analizarce cientos de miles de imagenes a la vez, o sea, lo que
trato decir es que con un banco de imagenes tituladas células_1 hasta células_200,
introduciendo el dato en la interfaz grafica de CellProfiler con el nombre solamente

células, se analizan todas a la vez.

3. Su empleo de trabajo es facil y comodo porque no necesita de un nivel de

especializacién para trabajar con él.

4. Despues de analizar varias imagenes en este software tanto de la base de datos
interna del CellProfiler como las células de la sangre de humanos se concluye que
el software escogido para su estudio mantiene un comportamiento estable en la
segmentacion de imagenes, deteccion de bordes y conteo de células, sus resultados
no varian en dependencia de la complejidad de la imagen, como es el caso del
Matlab.
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Recomendaciones

Se recomienda su aplicacion en los centros de investigacion con vista a:

1. Mejorar la calidad de los resultados de las investigaciones

2. Ahorrar tiempo en el trabajo de analisis de las imagenes.
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ANEXOS
Anexo |
tipo de | permiso

licencias de | copia

software

propietario no

shareware o si

de evaluacion

de prueba o si

demostracion
freeware Si

libre Si

redistribucion

de |precio

cero

no

no

Si

Si

Si

100%

funcional

Si

no

Si

Si

Tipos de software segun uso, precio y funcionalidad

permiso

uso ilimitado

en el tiempo

no

no

Si

Si

disponibilidad vy
permiso de
modificar archivos

fuentes
no

no

no

no

Si



	PENSAMIENTO
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	TAREA TÉCNICA
	RESUMEN
	INDICE
	INTRODUCCIÓN
	Estudio de los principales Software Existentes para procesamiento digital de imágenes médicas.
	Tipos de software según su licencia.
	Software propietario.
	Software shareware o de evaluación.
	Software de demostración.
	Software libre.
	Software de dominio público.
	Software semi-libre.
	Software freeware.

	Formas de distribución.
	Descripción de técnicas empleadas en el trabajo.
	Estudio comparativo de varios software dedicados al PDI en aplicaciones médicas.
	Descripción de los rasgos esenciales de los principales software analizados.

	Introducción al estudio de un software apropiado para PDI de microscopía celular.

	Metodología para el empleo del software CellProfiler.
	Guía de la instalación de CellProfiler.
	Desarrollo del programa para mejor dominio.
	Confección de un programa nuevo.
	Abrir módulo.
	Seleccionar la categoría.
	Adicionar el módulo.
	Obtener resultados.

	Ejemplo demostrativo en CellProfiler.

	Descripción y demostración del software CellProfiler.
	Descripción del software CellProfiler.
	Diferencias entre el análisis mediante el CellProfiler y la observación visual.

	Demostración de las capacidades de CellProfiler.
	Funciones que realiza el CellProfiler.
	Comparación del CellProfiler con Matlab en cuanto a detección de bordes.
	Breve descripción de los métodos de detección de bordes en Matlab.
	Demostración de ambos software mediante imágenes.


	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	Conclusiones
	Recomendaciones

	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS
	Anexo I Tipos de software según uso, precio y funcionalidad


