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Resumen

Se presenta un marco de trabgo para la
segmentacion de cuerpos biol 6gi cos procedentes de
imégenes en color. Estas fueron adquiridas
mediante microscopia en campo claro. La
estrategia de segmentacién se sustente en tres
pilares: @) Seleccion del espacio de representacion
de los colores, b) Técnicas de procesamiento
vectorial empleando morfologia en color y c)
Proceso de segmentacion en dos etapas, una de
determinacién de las regiones de interés y otra de
refinamiento en la segmentacion de los cuerpos
biologicos.

1. Introduccion

Cada vez mas se emplea el andlisis de imégenes
para la redizacién de diagndsticos médicos. En
ciertas patologias, las iméagenes adquiridas por
microscopia son imprescindibles para determinar €
nivel de infeccion del paciente. Mayoritariamente
se han empleado técnicas de marcaje, basada en
propiedades de fluorescencia, acompafiadas con €l
uso de filtros Opticos de color. Normalmente, se
optaba por tomar diferentes imagenes del mismo
escenario, con la diferencia de haber cambiado el
filtro de color. La consecuencia era que se tenia
imégenes en las que se habia destacado agunas
propiedades biolgicas sobre € resto, por gemplo,
algun tipo de proteina, de un determinado virus o
de una célula especidizada. Por otro lado, las
camaras de video acopladas en los microscopios
solian ser monocrométicas.

Con la evolucion de la tecnologia, en los
ultimos afios, se ha hecho factible e uso de
cdmaras en color. Grecias a este impulso

tecnolégico, se ha favorecido € cambio hacia
técnicas de adquisicion en microscopia en campo
claro. Las ventajas son extraordinarias en e ahorro
de tiempo de trabajo para la preparacion de las
muestras. La tediosa elaboracién de la
fluorescencia y € cambio de filtros han sido
suprimidos. Por e contrario, e marco de andlisis de
las imégenes se vuelve més complejo a pasar del
andisis de imégenes en niveles de grises a
imégenes en color.

Si con las imégenes monocrométicas, en
microscopia, eran de bajo contraste, con abundante
solapamiento entre los cuerpos biolégicos y de baja
calidad. Ahora, con la presencia del color, los
problemas aumentan. Latonalidad de colores de los
tejidos varia de un paciente a otro. La presencia de
colores insaturados, bien debido a la presencia de
ciertos objetos bioldgicos, como la grasa, o bien a
la propia saturacion en el proceso de adquisicion,
hace que e andlisis se vuelva més dificultoso.

Tanto para € andlisis de imégenes
monocromatica, como en color, € problema de
segmentacion no tiene una Unica solucion. Se dice
que estd ma condicionado[15]. La solucion es
incorporar conocimiento a priori. De hecho, en
muchas aplicaciones de andlisis de iméagenes
biomédicas asi se actla; sus agoritmos se
fundamentan en e conocimiento a priori de la
forma o e tamafio de los cuerpos bioldgicos que
van a parecer delante del microscopio. Ahora, con
e color, también se le puede afadir atributos
relacionados con € color, tales como el matiz o la
saturacion.

En la bibliografia sobre segmentacion de
cuerpos bioldgicos, se encuentran soluciones
basadas en el andlisis del histograma [18][13], en
técnicas de crecimiento, divison y agrupamiento
de regiones[16][2], en aquellos que emplean en sus



soluciones las detecciones de bordeq4][19] vy los
que utilizan técnicas de clustering[1]. Con todo, en
las actual es publicaciones se encuentra un consenso
en e marco de actuacion. Una primera fase de
determinacién de la region aproximada del cuerpo
biologico, para pasar a una segunda de
refinamiento. En la primera etapa corresponde con
e empleo de las técnicas mencionadas
anteriormente, mientras en la segunda se pretende
delimitar los objetos bioldgicos con precision y
resolver el problema del solapamiento entre los
objetos biolégicos. Para este segunda fase se
emplea técnicas basadas en los contornos
activog[14], transformadas de Hough[4][8] o en
métodos morfol 6gicos como watershed[17)].

2. Representacion del color

Recientemente se esta produciendo una
proliferacion de los métodos de andisis de
imégenes en color. Muchos de €llos son
extensiones de técnicas empleadas sobre imagenes
en niveles de grises; por tanto, |os fundamentos de
estos agoritmos estdn bien asentados. Otros son
técnicas ad hoc que resuelven un problema
concreto. En [9] se puede encontrar un estado
actual de las técnicas de segmentacion en color.

En una primera  aproximacion, €
procesamiento se podria dividir en dos categorias:
a) marginal y b) vectorial. En el primer caso, cada
cand de color es procesado de forma
independiente. En & segundo, se considera como
una terna o vector que debe ser tratado de forma
unitaria.  Sin embargo, las mayorias de las
aplicaciones de procesamiento, ya sean de forma
marginal o vectorial, producen en e espacio RGB
falsos colores.

Aunque la representacion del color mediante el
sistema RGB es ampliamente utilizado para el
amacenamiento y visudizacion de las imégenes,
no resulta el sistema més apropiado para €
procesamiento empleando atributos de color. La
aternativa es un cambio a otro espacio de
representacion. Béasicamente, se suele proponer o
bien un espacio de percepcion uniforme y fundado
en la teoria de los colores opuestos, dando paso a
las transformaciones CIELab y CIELuv[10]; o bien
se busca un espacio 3D de coordenadas cilindricas
(ver figura 1). En esta nueva base, € color esta
definido por las siguientes propiedades:

e Luminancia o brillo (L): corresponde a €e
axia del nuevo espacio. Su informacion es
acromética. Este atributo esta relacionado con
la cantidad de luz que emite e cuerpo.

e Matiz (M): es e argumento en e plano
perpendicular a gje axial. Hace referenciaalas
componentes  frecuenciales dominantes del
espectro visible de la superficie del objeto.

e Saturacion: médulo en e plano perpendicular
al gje axial. Propiedad asociado a la proporcién
crométi ca contenida en la sensacion de color.

Figural. Variacionesdel espacio de coordenadas
cilindricas (HLS)

Hay varias propuestas para este sistema 3D de
coordenadas cilindricas: HSV, HSI, HLS, HSB,
etc. Adolecen la mayoria de élas de una fata de
uniformidad en la percepcion de los colores.
Muchas de ellas fueron pensadas para aplicaciones
de Computacion Gréfica. La forma natura de
presentacion de todo el espectro de color seria un
cilindro. Sin embargo, estas transformaciones han
expandido artificiamente el espectro de colores
desde espacios en forma de conos o bi-conos a
cilindros. La consecuencia es un acoplamiento
entre la luminancia y la saturacion. Una propuesta
de mejora ha sido dada por Hanbury y Serra[5]. A
este nuevo espacio le ha denominado IHLS
(Improved Hue, Luminance and Saturation).

Una de las caracteristicas de estos espacios de
coordenadas cilindrices es su éxito con €
procesamiento morfolégico. Sus operaciones
basicas coinciden con laintuicion de la percepcidn
visual humana. En la practica, estas operaciones se
van a presentar como una herramienta muy
eficiente para la interpretacion de las iméagenes en
color.



3. Morfologia en color

El procesamiento morfolégico margina se suele
descartar por introducir cambios de colores que
para muchas aplicaciones de andlisis de imégenes
resultan inaceptables. Por e contrario, en €
procesamiento vectoriad se necesita de la
determinacion de un orden y e establecimiento
claro de un infimo y un supremo. Varias propuestas
se recogen de laliteratura especiaizada:

e Ordenamiento por una componente.

¢ Ordenamiento candnico

¢ Ordenamiento por una funcion de distancia

¢ Ordenamiento lexicogréfico.
En e ordenamiento por una componente, éste es
establecido por un canal del espacio del color. En e
ordenamiento candnico, las tres componentes del
espacio de color deben ser superiores o inferiores, a
lavez, a otro vector de color. La definiciéon de una
funcién de distancia, estableciendo una relacion
entre espacio de color a una dimensién, permitira
definir e ordenamiento. Por dltimo, €
ordenamiento lexicogréfico se asemeja a empleado
en un diccionario de la lengua. Se basa en la
asignacién de prioridades a los elementos del
vector para que posean méas 0 menos peso. En este
orden, sean dos vectores x=(x; x, X3 e
y=01 y» y3), se define € ordenamiento de la
siguiente manera:

y, >y, o )
x>y =»
Bxlzyl X, =Y, X32)Yg

X,2Y, ©

El orden lexicogréfico es un orden total del

vector, esto es, no hay ningln par de vectores cuyo
orden no esté definido y en e conjunto estd
claramente establecido el infimo y e supremo. La
desventgja de este ordenamiento es € papel
dominante de |la primera componente. En [11] estos
métodos de ordenamiento son discutidos en
profundidad.

3.1. El orden lexicografico en el especio de
colores

Las operaciones basicas de morfologia sobre €
espacio RGB, empleando lexicografia, son
factibles, aunque sus resultados son dificiles de
interpretar fisicamente. En cambio, en el espacio de
colores de coordenadas cilindricas tiene
correspondencia con la intuicion visua humana
Las componentes de luminancia y saturacion son
conjuntos totalmente ordenados. Sin embargo, se
requiere previamente redefinir e canal matiz, por
su carécter de magnitud circular.

Figura2. Componente matiz del espacio de color de
coordenadas cilindricas

La eeccion de un color de referencia permite
definir un ordenamiento de este canal. Peters [12]
ha definido un orden para € matiz mediante una
funcién de distancia, en valor absoluto, entre la
gamade colores M, y un color referencia M,y

_F M- |M-a s
W)= ] oo

El infimo corresponderd a matiz de referencia
y €l supremo d opuesto de éste. Sin embargo, la
aplicacion de esta distancia sobre las operaciones
morfoldgicas, con orden lexicogréfico, teniendo a
este componente como principal, resultan ser
inpropias. Por giemplo, s se coloca la referencia
sobre el matiz rojo y considerando un objeto rojo
rodeado sobre un fondo blanco, se le aplica una
operacion de erosion, con un orden lexicogréfico
M - S L (matiz, saturacion, luminancia), €l efecto
es contrario a la intuicion. Los pixeles blancos,
insaturados, invaden a objeto rojo. Esta
consecuencia se debe a la indefinicién de los
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pixeles acrométicos 0 en niveles de grises, cuyo
matiz es proximo a rojo y su nivel de saturacion

magen oe enrada
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Figura 3.

Erosign M-=H-=_

tiende a ser nulo.

Erazitn ponderads M->H-=L
L] =
&

L]

- - "'_
L] & & * .
-
A
&

Comparacién entre erosion con componente principal matiz y matiz ponderada con

saturacién en el espacio IHSL

Para evitar este efecto indeseado, se propone
clasificar previamente a los pixeles en dos
grandes grupos: saturados e insaturados.
Aquellos pixeles que pertenezcan a la categoria
de saturados, se les aplicard € orden
lexicografico siguiente:

w(Mx ’ Mref )> d(My ' M"e./’)

0
Dj(Mx’Mre/'):d(My’Mref)
x>y% S,>§, o

%i(Mx ’ Mref ): d(My ' M"e/’)

H s, =8, L,>L,

(©)

Por el contrario, para los pixeles catalogados
como insaturados, se les asignara € nivel de
méximo o minimo del rango de la distancia de
matiz, segin la operacion morfoldgica a aplicar.
Posteriormente, se le aplicard un orden para la
preservacion de los contornos. La lexicografia
quedara definida para estos pixeles como:

0., >L, o

x>yQ _ (C)
[#X _Ly S, >Sy

En lafigura 3 se puede comparar la erosion
sobre una imagen de microscopia en campo
claro, con elemento estructurante de tipo disco

con radio 2. Noétese las diferencias entre una

operacion con componente principal matiz, con

otra de componente matiz ponderado con la
saturacion.

Las distintas combinaciones de las
componentes del espacio de color de
coordenadas cilindricas, segin e orden
lexicografico para operaciones morfoldégicas,
sugiere las siguientes aplicaciones:

* La meor preservacion de los contornos de
los objetos se consigue empleando, en
primer lugar, la componente de luminancia.

e S la escena se caracteriza por objetos
altamente coloreados sobre un fondo
insaturado, un aumento del contraste se
puede  conseguir con  operaciones
morfolégicas con orden  lexicogréfico
priorizadas con la saturacion.

» Laseleccion de objetos por color puede ser
potenciada con un ordenamiento en primer
lugar con la componente de matiz ponderada
con la saturacion.

4. Aplicaciones

Para determinar e nivel de infeccion del virus C
de la Hepatitis sobre un paciente, se extrae una
biopsia del higado de éste y se hace una
contabilidad entre € ndmero de hepatocitos
respecto del nimero de sefiales del virus C. Un
aumento de la fiabilidad del diagnostico
depende de la automatizacion del proceso de
andlisis de lasimagenes.



En e pasado, se emplearon técnicas de
andlisis en imagenes acrométicas. Por cada
paciente se tomaban dos grupos de imégenes: a)
escenarios de hepatocitos en fluorescencia y b)
sefial es de virus en campo claro.
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Figura4. Imégenes acrométicas dela
biopsia a) Hepatocitos en fluorescencia b) sefiales

devirusC

Con la adquisicion de camaras en color, sdlo es
necesaria una Unica captura en campo claro. Los
escenarios se caracterizan por una presencia
abundante de objetos insaturados,
correspondientes a fondo. Los hepatocitos
tienen una tonalidad rojiza mientras las sefides
de virus se aproximan a un color azul oscuro.

Segln e marco de trabajo establecido, se
propone, en primer lugar, determinar las
regiones de interés. Una dilatacion, con orden
lexicogréfico S—L —M, realzari las zonas de
los hepatocitos respecto del fondo. En menor
medida se destacarén las sefiales del virus C. Un
posterior andlisis del histograma del cana de
saturacion facilitara la determinacién de las
regiones de los hepatocitos. En la figura 5 se
aprecian las diferencias de segmentacion de las
regiones con y sin procesamiento previo de la
dilatacién morfol 6gica

Las sefides del virus tienen una tonalidad
azul, por lo que se procede a una erosion de
matiz ponderado con la saturacién y colocando
como referencia el matiz a 225° (ver figura 2).
Una vez redlzado la sefid del virus C, se
procede a la segmentacion basado en € criterio
de un matiz de +45° arededor de la referencia
(figura 6).

En € refinamiento de los hepatocitos se
emplea la reconstruccion geodésica y la
eliminacion de éreas espurias que pertenecian a
virus C. Para € solapamiento entre hepatocitos
se emplea la técnica de watershed controlado
por marcadores, aplicandolo exclusivamente en
areas de céulas que se salen del tamafio normal
(figura 7).

Este proceder se hace robusto ante
variaciones en la captura de las imagenes, ya sea
por cambios en la adquisicion o en la
preparacion de la muestra. En la figura 8 se
presentan otros resultados de pacientes distintos
y con variaciones sensibles en la adquisicion:

L]
&

Figura8. Otros resultados del algoritmo
sobre preparaciones distintas

La agoritmia ha sido implementada e
introducida en la aplicacion VirusCCount®.
Para su disefio se ha utilizado e Proceso
Unificado[6] y los patrones de disefio
GRASP[7] y GoF[3]. En [14] se detalla un
framework para la implementacion de
aplicaciones basadas en el andlisis de imagenes,
con lenguajes orientados a objetos.

= o
|
Figura9. Aplicacion VirusCCount
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Figura?7. Segmentacion de los hepatocitos

la representacion del color en coordenadas 3D

5. Conclusiones

Se ha presentado una aplicacion de andisis de
imégenes biomédicas en color. En concreto, la
segmentacion de hepatocitos y virus C, para €l
diagnostico sobre el nivel de infeccion de los
pacientes.

Bao € marco de trabgo propuesto, se
determinan los objetos en dos etapas. Q)
Segmentacién de las regiones de interés y b)
refinamiento en la obtencién de los objetos
biologicos. Para estas dos fases se ha empleado

cilindricas.

La dilatacion con orden lexicogréfico
S- L -~ M hareazado los cuerpos de interés. La
determinacion de las regiones de interés se
produce por un andlisis de la componente de
saturacion.

Las sefidles de virus C se han determinado
por un procesado de erosién ponderado con la
saturacion y con referencia en la tonalidad azul.
La segmentacion estd basada en la distancia a
matiz de referencia.

El refinamiento de los hepatocitos se
consigue con una combinacién de técnicas de



reconstruccion geodésica y de watershed con
marcadores.
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