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Resumen Desde los afios 70 ha habido un aumento del uso de
las técnicas de la Vision Artificial en el andlisis de
El analisis de imagenes biomédicas es cada vez masmagenes biomédicas. Y desde entonces han
importante tanto para la investigacion en las aparecido miltiples paquetes informaticos en apoyo
Ciencias de la Salud como en la generacion de de estas demandas. Sin embargo, el éxito no ha sido
diagndsticos. Actualmente existen programas el esperado, en parte porque los profesionales de la
comerciales especificos para el procesamiento deSalud, se sienten extrafios ante un paquete de
estas imagenes. Sin embargo, su gran capacidad esnanipulacién de imagenes. Y de otro lado, por que
mermada a consecuencia de la falta de adecuacion aen términos generales estos software por si mismos
la probleméatica concreta. Por otro lado, las nuevas no resuelven el problema especifico.
técnicas de marcaje bioldgico estan abriendo nuevos
caminos en el tratamiento de las imagenes. Ademasse puede afirmar que resulta extraordinariamente
las nuevas tendencias biomédicas tratan de englobardificil el disefio de una plataforma general de andlisis
las plataformas de procesamiento de imagenes conde imagenes biomédicas. Mas bien, la filosofia de
opciones de telepatologia. trabajo es realizar grupos de librerias capaces de
resolver problemas bien definidos. El disefio debe ser
Palabras Clave Procesamiento de imagenes Una plataforma abierta por un lado y de otro que
biomédicas. Telepatologia. pued_a resolver_ la problematica circunscrita a un
ambito de trabajo.

La cooperacién entre diversos departamentos de
investigacién de hospitales y de universidades de la
Comunidad de Madrid, los ha llevado ante unas

problematicas determinadas, donde uno de los
Si bien el 70% de las imagenes médicas son todavilementos comunes ha sido el analisis de imagenes
radiografias, cada vez hay un mayor incremento enbiomédicas. Esta colaboracion pretende, en uno de
todos los ambitos de las Ciencias de la Salud del ussus objetivos, el desarrollo de técnicas de

de imagenes digitales para un posterior tratamiento yprocesamiento de imagenes y la comparticion de los
almacenamiento: radiografias digitales, tomografias,recursos de instrumentacion de forma distribuida a

resonancias magnéticas, ultrasonido, medicinatravés de la red.

nuclear y angiografia de substraccion digital, entre gig to4as estas ideas, el grupo de Vision Artificial

otras, que ocupan el 30% restante[8][12]. de la EUITI-UPM esta disefiando una plataforma que

. . .._sea capaz de ofrecer por un lado el procesamiento de
Cada vez mas los profesionales de la salud necesitai . dond facil ir anadiendo NUEVOS
de un lado herramientas de andlisis de imagenes qu|emag<_anes, en donde sea P
ayuden a automatizar las tareas de investigacion yalgorltmos y que se adecuen a las problgmatlcas
diagnosis y de otro requieren de una corporacion queconcretas abordadas, y, de otro, que pueda integrarse

sea capaz de gestionar los recursos instrumentales d&%?:r?]u?ﬁéaﬁzfgd%r [I\)/:gdoicl\g](_golﬁsl]mag;ngzandde
informéticos a su alcance. ! P

gestionar el almacenamiento de las imagenes y
permita realizar tareas de telepatologia.

1 INTRODUCCION



receptores de membrana, etc., en células y

2 PROCESAMIENTO DE tejidos [14][17][6].

IMAGENES BIOMEDICAS . Sondas de ADN con marcado quoresce_nte

permiten conocer tanto el dafio genético

La V|S|én artiﬁCia| eSté Siel’ldO ap|icada en difel’entes como determinar Secuencias de| genoma
ramas: la asistencia al médico en la elaboracion de un cromosoma, el resultado es una emision
los diagnosticos sobre los pacientes, y, la aceleracion de irradiacion dentro del espectro visible. Su
de las investigaciones en las Ciencias de la Salud. intensidad es proporcional al numero de
Cuando es empleada para la diagnosis de los hibridaciones realizadas.
pacientes, suelen emplearse técnicas comunes de la ., g nivel virico de las células puede ser
Vision artificial. La aplicacion mas simple seria un determinada por la relacién entre un gen
sistema que realzase las imagenes provenientes de un patrén y los virus depositados en ella.
scanner o de un microscopio, de forma que Ambos = tipos son marcados  por
permitiese facilitar la interpretacion fisica de los fluorocromos de diferentes niveles de
procesos biolégicos. Estructuras mas complejos longitud de onda dentro del espectro visible.

embeben sistemas expertos junto con algoritmos de B i ) B
Vision para la generacion de diagndsticos L@ solucion, no sélo a estos casos sino también a

automaticos. En cuanto a las areas de investigacionOtros futuribles, ha sido una plataforma abierta sobre

las aplicaciones van desde el realce de imagened!T capaz de disefiar y ejecutar algoritmos para el

hasta la reconstruccion tridimensional de objetosProcesamiento de este tipo de imagenes, asi como la
biolégicos. posibilidad de integrarse dentro del estandar DICOM.

En definitiva, una aglomeracion de librerias de
Si bien el procesamiento de imagenes biomédicasProcesamiento de imagenes sobre entorno grafico
recibe de todo el conocimiento emanado por elpara la ejecucion de algoritmos, asi como la
desarrollo de la Visién Artificial durante casi un posibilidad de programacion y depuracion visual de
siglo, ésta tiene algunas caracteristicas peculiares quguevos procedimiento.
han hecho que los investigadores especializados en o )
esta area se hayan dedicado a temas muy especificds? flexibilidad de una plataforma de este tipo debe
del tratamiento de imagenes. Una de las constante§larse en dos direccion. Se debe tanto posibilitar la
ha sido el disefio de algoritmos para el realce deProgramacion visual, lo cual hace la mayoria de los
imagenes. En primer lugar, para mejorar la Paquetes, como ta_mblen tener abiertas las librerias de
comprension de la imagen por parte del usuario y enC*+ para ampliar el rango de ofertas de
segundo lugar, con el propésito de aplicar procesamiento, lo que en general no suele ser da«;lo al
posteriormente técnicas de segmentacion[9][13]. LaSer los paquetes comerciales de caracter corporativo.
segunda caracteristica viene dada por la fragilidad de .
las técnicas de segmentacién, donde los éxitos suelef©OF Otro Iado,_ la plataforma de_ cara a] usuario .d_ebe
ser parciales ya que los objetos bioldgicos estanPresentar un interfaz de usuario sencillo e mt_umvo:
intrincados y las escenas, en términos generalesCaP3Z de resolver el prpblema Rropuesto. Sm. mas
suelen ser extraordinariamente complejas[1][3]. No botongr_a que Ia propia eI_eCC|o_rj de! aI_gorltmo
obstante, se puede afirmar que la mayoria de |asespe0|f|co y su inmediata ejecucion, sin ajuste de

aplicaciones desarrolladas para el procesamiento dé)arametr(()js ?' otra; op<;|tpnes que disperse y diluya el
imagenes biomédicas suelen emplear la combinacigrt!NVErso de la probiematica.

de operaciones tradicionales tanto lineales como NO5.r todo ello. se pasa a continuacion a presentar los
lineales [11][2][7] [5].  S€ P P

primeros problemas que se han resuelto.

Sin duda, las aplicaciones sobre el tratamiento de

imagenes biomédicas son multiples y variadas. Cong PROBLEMAS BIOMEDICOS A
el propésito de centrar la exposicion, se va a RESOLVER MEDIANTE EL

presentar a continuacion cudles han sido las
problematicas impulsoras que han incitado al disefio PRQCESAMlENTO DE
de una plataforma abierta para el procesamiento de IMAGENES

imagenes biomédicas:

e Los métodos avanzados en
inmunocitoquimica hacen posible crear
marcajes especificos que muestran la
presencia, la forma y la distribucion de
proteinas, enzimas, neurotransmisores

3.1 DETERMINACION DEL NIVEL DE
ASTROCITOS.

A partir de la colaboracién entre el servicio de
' Bioelectromagnetismo  del  departamento  de
Investigacion del hospital Ramén y Cajal de la



Comunidad de Madrid y la EUITI-UPM, se presentdé poblacion de astrositos respecto al resto de células
la problemética de analizar e identificar las especializadas.

respuestas bioldgicas de las células stem neuronales,
CSN, en ausencia y presencia de factores de
crecimiento. Estas neuronas tienen la capacidad de
dividirse durante periodos indefinidos en cultivo y

dan lugar a células neuronales especializadas:
astrocitos, oligodendrocitos y neuronas. Por tanto, la
identificacién y cuantificacion de factores implicados

en la regulacién de acontecimientos que resultan en
la especializacion celular neural es un objetivo

prioritario. El objetivo dltimo de los estudios es la

aplicacion de estos conocimientos al desarrollo de

estfategias_d_e terapia por regenera;i()n nerviosa parfqs nucleos tienen forma ovalada y compacta y con
dafios ~originados por fraumatismos 0  pOr yn color uniforme, encontrandose éstos en diferentes
enfermedades neurodegenerativas [15][4]. tipos de fondo. Aunque en su visualizacién parezcan
. . 3 __ Similares, sin embargo, la falta de iluminacién
Con este proposito se requiere de metodos de analisi§niforme en el escenario hace que el contraste y el
y procesamiento de imagenes adaptados a las nuevagiio varie de una zona a otra. A esto hay que afiadir
metodologias de investigacion biomédica, con el |4 presencia de células muertas o en diferentes

objeto de realizar una evaluacion objetiva, en egiadios de crecimiento de las células, por lo que
términos cuantitativos y cualitativos, de los factores todo ello dificulta el aislamiento de los ntcleos. Por

de sefializacion celular citados arriba. Sin embargo,, que se procede a la bisqueda del canal o canales
los sistemas biolégicos y los métodos de deteccionge color o combinacién de éstos que facilite las tareas

que hoy se emplean presentan un elevado grado dge procesado y segmentacion, posteriormente se pasa
complej!dad. Las células stem, que crecen forman('joa la eliminacion de las “células muertas”, paso que en
una intrincada red compuesta por distintas especieggrminos generales resulta facil, pues suelen tener un
celulares, cada una de las cuales ha de segjyg pivel de intensidad y un menor tamafio, ya que
identificada por su especifico patron de marcaje, g gesarrollo quedé paralizado tiempo atras. Una vez
constituyen un fiel exponente de dicha complejidad. preprocesada la imagen, se suele pasar a una
Debido a esto, los paquetes de software para ana"s'éplicacién de ecualizacion del histograma para

de imagenes que ofrece el mercado actual SOngeqyidamente dividir la tarea de basqueda de los

demasiado genéricos para aplicarlos a nuevosygcleps mas brillantes y de mayor contraste con el
modelos experimentales con un grado aceptable dg;ndo de un lado y por el otro, de las de menor

rendimiento y precision. En consecuencia, el disefiogniraste Operaciones de deteccién de borde
ad hocde sistemas de software capaces de procesagiimgticas y morfolégicas son empleadas para la
datos biol6gicos adaptandose especificamente a I1gegmentacién de los nicleos. Varios algoritmos han

valoracion mediante técnicas experimentales degiq, ensayados y depurados, quedando como parte
reciente desarrollo y a las caracteristicas de nuevosggigente de la plataforma en su globalidad

sistemas bioldgicos, las CSN en el presente caso,
representa un avance fundamental en la investigaciorRespecto al grupo de los citoplasmas, éstas son mas
biomedica. En el presente se ha desarrollado umpmogéneas que el anterior conjunto.

software para la valoracion de la respuesta celular a
través de la deteccion, cuantificacién y distribucion,
en imagenes digitalizadas, de sefiales fluorescentes
que revelan la presencia de diferentes proteinas
implicadas en la citodiferenciacién de células stem
neurales.
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Figura 1: Tipos de nucleos de células. A) Grupo |, B)
Grupo Il.

El problemas de analisis de imagenes parte de dos
conjuntos: en el primer grupo se representan los
nucleos de las celulas, mientras en el segundo sorFigura 2: Citoplasmas correspondientes a los nicleos
mostradas los citoplasmas etiquetados. Sin embargo,de las células de la figura 1. a) Grupo |, b) Grupo |I.
dependiendo de los experimentos el primer grupo

puede mostrar diferencias secundarias y de color; erEl procesamiento trata de localizar por un lado las
cambio, en el segundo grupo, las formas sonareas de influencia marcadas bioldgicamente,
similares aunque pueden variar el tinte bioldégico. No mediante operaciones de ecualizacién y morfologia,
obstante, la filosofia del procesamiento es la misma:al que se acompafia en paralelo con el recorrido de
determinar cuales son los ndcleos cuyos citoplasmasas terminaciones mediante detecciones de borde.
han sido excitados para la definicidén del ratio entre laEstas Ultimas areas detectadas deben ser eliminadas




de las zonas de influencia, pues de lo contrario sede Salud. Asi por ejemplo, se han implementado

etiquetarian nucleos,

cuyos citoplasmas no

lesalgoritmos que midan el dafio genético en la células

corresponden. Finalmente, los resultados de la fasepara el departamento de Biologia de la Universidad
de deteccién de los nucleos de las células y de lafAuténoma de Madrid (UAM). La problematica en
prolongaciones de los citoplasmas son emparejadoseste caso consiste en averiguar cual es el nivel de

de forma que sélo los nlcleos cuyas terminacionesroturas de

la secuencia de ADN mediante la

hayan sido etiquetados deben ser seleccionadas. Hhterpretacion de la informacion visual dada por el
resultado final es el numero de ndcleos seleccionadosnicroscopio.

respecto a

[18].

Una comparacion entre
algoritmos respecto a dos expertos del hospital ha
sido realizadas. La tabla 1 muestra las conclusiones)
imagenes fueron
inspeccionadas por dos expertos y cuyos resultado
fueron fusionados por la media. Estos valores son

preliminares;

la poblacién
profundizacion de los algoritmos puede se visto en

un conjunto de

total.

los

resultados de

confrontados por los dados por el programa.

Una mayor

n

Como es sabido, las células de cualquier organismo
evolucionado tiene su informacibn genética
almacenada en una estructura celular llamada nucleo.
El componente mayoritario del nicleo es la
cromatina (ADN y proteinas). La informacion
enética esta cifrada para cada organismo en su
ADN. Por lo tanto, cualquier alteracion en esta

gnolécula puede producir una degeneracion de esa

informacion, lo que puede tener consecuencias
fatales para el organismo que las sufre. Por esa razén,
la evaluacion del cambio genético que se produce por

Conjunto tipo | % astrocitos % astrocitos mutacién (dafio genético) es un pardmetro que
evaluado por | detectado por el siempre se ha de considerar y evaluar. Las
dos expertos programa radiaciones ionizantes se consideran uno de los

1 35 31 mutdgenos tradicionales por excelencia. Entre las
2 45 42 multiples alteraciones que éstas pueden producir se
3 71 64 encuentran las roturas de doble cadena en la
4 96 100 molécula de ADN. Por lo tanto, cualquier método
TOTAL 28 minutos segundo encaminado a detectar y cuantificar el nimero de
TIEMPO roturas de doble cadena que se producen en la

molécula de ADN tras ser sometidos los nucleos
celulares a radiacién ionizante supondran un avance
en el control del dafio provocado por estos agentes
mutagénicos. El método disefiado por la UAM
consiste en visualizar la cantidad creciente de
marcado fluorescente que se produce en los nlcleos
celulares a medida que aumenta la cantidad de
radiacion que recibe la célula. Bésicamente el
método utiliza las roturas de cadena doble inducidas
en el ADN para desnaturalizarlo (provocar ADN de
cadena sencilla) e hibridar sondas de ADN con
marcado fluorescente. A mas dobles roturas
provocadas por radiacidon, se puede producir mas
ADN de cadena sencilla por desnaturalizaciéon y
puede hibridar mas sonda marcada. La cuantificacion
del aumento de fluorescencia utilizando analisis de
imagen permite asignar valores numéricos a los
incrementos que se visualizan en el microscopio.

Tabla 1: Comparacion del emparejamiento entre
los expertos y el programa

En este caso, la problematica del procesamiento de
gmégenes consiste en normalizar la informacién
visual y comparar posteriormente el tamafio de los
nucleos. La primera operacion se debe a que el fondo
de las imagenes queda ruidoso a consecuencia del
marcaje fluorescente. De otro lado, cualquier
operacion de comparacion entre dos imagenes sobre
un mismo nucleo requiere de una eliminacién previa
del ruido. El andlisis del histograma y la sustraccién

Esta plataforma ha permitido ampliar los lazos de del ruido sobre la imggen fuente res.olveré la primera
colaboracion con otras instituciones de las CienciasP2rte- La segmentacion y decantacion del ntcleo es

Figura 3: Astrocitos seleccionados por el programa,
cuyas imagenes fuentes han sido presentadas en la:
figuras lay 2a

3.2 DANO GENETICO Y SECUENCIA DE
ADN.



sencillo. Las operaciones de etiguetamiento y La carga virica de una célula a otra varia; en cambio,
determinacion de area y masa concluiran lalas células expresan genes con niveles basales
definicion del ratio entre las propiedades del nicleo similares entre las distintas células, como por
con y sin radiacion ionizante. ejemplo, la beta actina. Si se marca los virus con
fluorocromo de un color (verde) y la expresion basal
de un gen determinado (beta-actina) en otro color
(rojo), se puede derivar la carga de virus real que
soporta una célula conocida la carga real de beta
actina de esa célula. Con el analisis de imagenes se
puede calcular el nivel de fluorescencia roja
indicativa de copias de beta actina y el nivel de
fluorescencia verde representativa de los virus, por
tanto, se puede determinar el nivel de carga virica
gue soporta la célula, ya que mientras la beta actina
debe ser constante en la célula, los virus pueden
variar.

El tratamiento de imagenes empezara con una
normalizacion, por las misma razones que ya fueron
Figura 4: Nacleo de célula con 0 gray y 10 gray: comentadag en 3.2. Posteriormente, se selecciorla_los
imagenes sin normalizar e imagenes procesadas fanales rojo y verde, lo que permite una facil
segmentadas. deteQC|on de la beta a9t|na y de los virus, aunque
habra de operar morfolégicamente para que sélo se

o _ ] mida sefial que esté inscrita en la célula.
Por razones similares al anterior caso, el método

propuesto para conocer algunas secuencias del
genoma humano consiste en emplear sondas de ADN
con marcado fluorescente, ionizar los cromosomas y
observar si existe hibridacion. El andlisis en la
imagen se configura de manera que la hibridacion de
la doble cadena tiene una irradiacion de diferente
color al cromosoma. Su intensidad y area indica la
presencia de dicha secuencia y también la cuantia de
este segmento dentro del cromosoma. El
planteamiento del procesamiento de imagenes
también requiere de una normalizacién, de una fase
de segmentacion por color y una extraccion de
caracteristicas.

Figura 6: Célula, deteccion del gen patrén y del virus

Otra de las propuestas fue para la Fundacion para las
Hepatitis Virales cuantificar y extraer las
caracteristicas del tamafo de los virus que hay en
cada célula. Igualmente que en el caso anterior, el
algoritmo empleado para este problema utiliza
procedimientos de seleccién del canal, ecualizacién
del histograma, morfologia y operaciones logicas.

Figura 5: Cromosomas y secuencia de ADN
detectada

3.3 CUANTIFICACION DEL NIVEL ViRICO
EN LAS CELULAS.



Figura 7: Medidas de los virus en las células

4 CONECTIVIDAD BIOMEDICA

los tiempos de computacion. La herramienta permite
disefiar y depurar algoritmos de procesamiento, al
igual que la aplicacion directa de estrategias de
tratamiento anteriormente validadas.

La plataforma ha sido aplicada satisfactoriamente
para la determinacion de astrocitos en células
diferenciadas, ha cuantificado el dafio genético en la
células y ha evaluado la presencia de una
determinada secuencia de ADN. Igualmente, ha
resuelto problemas de deteccion del nivel virico en
células.

La aplicacion ha sido disefiada como plataforma

abierta para la insercion de nuevos procedimientos en
el procesamiento de imagenes biomédicas, tal que los
conocimientos y objetivos de los expertos en las

Ciencias de Salud sean facilmente integrables por los
especialistas del tratamiento de imagenes médicas.
La diferencia respecto a los paquetes comerciales es

la orientacion del programa a la resolucion de

Justamente de estas mudltiples colaboraciones h
nacido la exigencia de tener la posibilidad de
conectividad entre todos estos centros a través d
INTERNET. Y con un doble propodsito, el de
compartir los recursos de instrumental biomédico, v, [1]
a la vez, tener capacidad para poder realizar

diagnosticos cooperantes mediante telepatologia.

Para este propésito se estd trabajando en la
incorporacion de la plataforma a DICOM. Este es un
estandar que facilita la interoperatividad de imagenes
meédicas. Este conjunto de protocolos establece ur[2]
procesamiento distribuido similar a CORBAJ[16];
donde al menos dos procesos en diferentes
computadoras comparten la misma informacion.
Generalmente, uno de estos procesos utiliza recursos
del mismo sistema, estableciéndose con el resto de
computadoras una relacion cliente/servidor. DICOM [3]
se fundamenta en la combinacion de TCP/IP con una
extension de aplicaciones de servicios del modelo
OSI. Para acabar, el estdndar define un ndmero de
clases de servicio. Estas van desde las clase§4]
dedicadas al almacenamiento de imagenes hasta el
conjunto de las verificacion de servicios.

5 CONCLUSIONES

[5]

Se ha presentado una plataforma abierta sobre NT
para el procesamiento de imagenes biomédicas y con
la posibilidad de incorporar el estandar DICOM para
la gestion de imagenes por INTERNET. Se han
implementado las  operaciones  bdésicas de[6]
procesamiento punto a punto y de entornos de
vecindad, asi como de las operaciones de morfologia
y de etiqguetamiento. Resulta sencillo la incorporacion
de nuevas operaciones de procesamiento. Ademas, se
ha aprovechado la tecnologia MMX para disminuir

aproblemas concretos.
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