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- Resutmfn di qi t al d la construccion de cariotipos [4][5], entre muchos
procesam ent o igita e ;
i mgenes ha aport a}do, or acias a Etros (Ver gglg,?,l)'l ades h o desd
los avances cientificos vy ste tipo de dificultages ha estado presente e

tecnol 6gi cos de los ultinps afios,
una gama rmuy anplia de al goritnos
para la captura, representacion,
clasificaci 6n y analisis de

obj et os, que sin duda han
pernmitido un conocinmento mas
preci so de |l as estruct uras,

conportamientos y/o necani snbs
que rigen los procesos vitales.
Ain asi, la autonmtizacion de
tareas conp | a segnentaci6n, o la
clasificacion de elenentos en una
i mgen siguen siendo un aspecto
i ndi scutido de est udi o. La
presenci a de objetos superpuestos
con cierto nivel de transparencia
en una imagen representa uno de
los problemas con los que |los

especi al i stas encar gados del
analisis de esas imAgenes se
encuentran a diario. Los
concept os aport ados por | a

m croscopia Optica en general vy
| a m croscopi a confocal en
particular, nediante el barrido
de planos sucesivos de una
muestr a, 0 | os canbi os de
ilumnacién de un punto en
particular de la misnma provocada
por el enfoque de un area
especifica, sumado al
procesaniento digital de imagenes
pueden aportar nuevo conoci m ento
a este tipo de problemiticas. E
objetivo de este proyecto es el
estudio y desarrollo de nuevas
técni cas de procesamiento digita

que permitan nejorar el analisis
aut omat i zado de i mgenes de
nm croscopi a con obj et os
semi trasl uci dos super puest os en
general, y en particular para el
caso en que el area de cruce
obstruye el reconocimento de
zonas de alta inportancia para su
i nterpretaci 6n.

I nt roducci 6n

El andlisis de imagenes en la medicina y en las
ciencias biolégicas en general, tropieza muy
frecuentemente con la superposicién de objetos
relevantes en la imagen obtenida, de forma tal que
el estudio que se esta pretendiendo redizar es
dificultado en una magnitud que muchas veces
depende de la naturaleza de |a superposicion.

Este fendmeno esta presente en e estudio de
cultivos bacteriales [1], en imégenes de diverso
origen de tejidos [2][3], en estudios de sangre y en

gue se comenzaron a hacer observaciones
microscépicas de material biolégico y se han ido
encontrando en précticamente cada nueva técnica
de obtencién de imagenes, tales como la
radiografia, y muchas otras.

Fig. 1: Metafase con cromosomas superpuestos

El advenimiento de la digitalizacion y €l posterior
procesamiento digital de imagenes préacticamente
no ha alterado significativamente esta circunstancia
en virtud de que en la gran mayoria de los casos €l
objetivo del procesamiento se restringe a la mejora
de lavisualizacion.

Esta perspectiva no es una cuestion menor, ya que
no es estrictamente cierto que la megjor imagen para
ser vista por € ser humano es también la mejor
imagen para ser procesada por un agoritmo
computacional.

Es por esto que, desprenderse, aunque sea
parcialmente, del paradigma de obtener imagenes
para su visuaizacion, puede agregar un grado de
libertad significativo a la captura y procesamiento
de estas imagenes. Esta es en esencia la hipotesis
fundamental de este proyecto, ya que se proponen
varios caminos para atacar € problema de
superposicion de objetos en imagenes de
microscopia Optica, que no entronizan la
visualizacion como fin dltimo.

Captura de i magenes
La captura de la imagen requiere de la preparacion

de la muestra que se desea observar. Para € caso
de la clasificacién cromosdmica se trabgja en la



etapa de metafase de la divisién mitética, mediante
la aplicacion de alguna técnica de tincion. Si desea
observarse el patrén de bandas de los cromosomas
para su posterior clasificacion de acuerdo con el
codigo ISCN [6], los métodos mas comunmente
usados son € bandeo G, R, C, Ty Q. Si en cambio
no es relevante esta informacion la técnica de
tincion a aplicar dependera del andlisis posterior
gue se quiera realizar. Cualquiera sea el caso es
necesario frenar € desarrollo mitético en la
metafase de forma de permitir la observacion de los
Cromosomas.

Supdngase entonces que setiene en el portaobjetos
de un microscopio una muestra que es €l resultado
de la aplicacion de alguna técnica de tincion, en la
gque se observan varias superposiciones entre
cromosomas de tal manera que el centromero de
varios de ellos resulta indistinguible visualmente e
inencontrable con la técnica de procesamiento que
se esta utilizando. Resulta obvio que si se modifica
la fuente de iluminacion aumentandola se
obtendran imagenes notoriamente diferentes a la
anterior. En la mayoria de los casos estas nuevas
imagenes seran poco aptas para la visualizacion por
e ser humano, pero existe la posibilidad de que se
genere informacién mas Util para el procesamiento
automético de laimagen.

Extendiendo este enfoque, es posible pensar en
cambiar la composicién cromética de la luz
utilizada o eventuamente recurrir a fuentes
luminosas cuasi monocroméaticas. Obviamente este
tipo de imégenes serd, a menos, poco utilizable
para la visualizacién; més alin, algunas de éstas no
podran ser enfocadas u observadas visualmente en
virtud del riesgo de dario al ojo del observador, que
conllevan. Nuevamente la degradacion de la calidad
visual de la imagen para e 0jo humano puede
permitir la adquisicién de informacion no
disponible con la iluminacion  utilizada
habitual mente.

El apartamiento de lafuente luminosa del eje dptico
del microscopio es una técnica que ya ha sido
utilizada con gran éxito en varias disciplinas tales
como la metalografia'y el estudio de superficies [7]
Es imaginable que la superposicion de objetos, ain
en el contexto de su reducida dimension pueda ser
percibida utilizando fuentes luminosas oblicuas de
manera de provocar un juego de sombras cuyo
contenido de informacion es hipotéticamente
vaioso y cuyo estudio exploratorio es cas
mandatorio, especialmente por estar tratando con
objetos cuya opacidad, sin ser la de un metal, es
suficientemente importante como para dificultar la
vision del objeto subyacente.

Model ado del m croscopi o

Una forma potencial de mejorar la imagen obtenida
en e sentido de hacer més evidente la informacién
oculta de la imagen es aprovechar el modelo del
microscopio de manera de aplicar a la imagen

obtenida filtros, no ya genéricos, sino especificos
del instrumento que dio origen a laimagen.

Las i mgenes digitales y su
posterior procesam ento dependen
en gran nmedida del medio de
captaci 6n o adqui si ci on. En el
caso de | as i mgenes de
m croscopia |os paranetros que
influyen en este proceso son
vari os, partiendo de | os
conponent es basi cos de un

m croscopio Optico, y la camara
encargada de la digitalizacién, o
CCD

El sistema de microscopia se basa
en la utilizacidén de una fuente de
luz, la que pernmite nediante la
utilizacion de distintos tipos de
lentes y filtros |a reproduccio6n
del elemento de estudio. La
camara se encarga de convertir la
sefial anal 6gica en digital.

Sin embargo es posible atacar el problema
intentando mejorar la informacion obtenida del
medio de captacion de la imagen, desde el propio
proceso de adquisicion, mediante la aplicacion de
distintos conceptos involucrados en la metodologia
de reproduccién utilizada por la microscopia 6ptica,
lo que redundaria en la megjora de su posterior
procesamiento y andlisis.

El Microscopio confocal, es un microscopio 6ptico
gue incorpora dos diafragmas (ver Fig. 2): un
diafragma de iluminacion localizado tras la fuente
luminosa denominado Pinhole de Excitacion, cuya
utilidad es eliminar la luz proveniente de planos
superiores e inferiores a plano focal, aumentando
con ello la claridad y resolucion de laimagen; y un
diafragma de deteccion, de tamafio variable situado
delante del fotodetector, denominado Pinhole de
Emision
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Fig. 2: Diafragmas de iluminacién y de deteccion en un
microscopio confocal.

Cener aci 6n de i nfornmaci 6n

El proceso de generacién de la
i magen desde el ni croscopi o
i nvolucra en mayor medida a
al gunos conponentes del misno que
i nfluyen di rectanente en su
conformaci 6n. La figura 3 nuestra
la estructura de un mnicroscopio
noder no.
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Fig. 3: Estructuragenera de un microscopio moderno.

Miy béasicanente en el proceso de

representaci 6n nedi ant e el
m croscopio, la formacion de la
i mgen requiere ilumnar el objeto
de estudio. El condensador del

m croscopio es el encargado de
condensar la luz de la fuente
sobre el objeto motivo de estudio
cono se ve en la figura 4
cubri endo | uego el objetivo.

Cpmaden o
Fig. 4: Condensador de luz sobre el portaobjetosy
cubriendo lalente objetivo.

Luego, €l objetivo del microscopio es é
componente méas importante en la generacion de la
imagen, marcando la resolucion y brillo que se
quiere obtener de la muestra. Basicamente la
resolucion se define como la distancia minima
detectable entre dos objetos muy proximos, en base
a parametros como la longitud de onda de la
iluminacion, el indice de refraccion del medio y la
apertura angular del objetivo. El brillo o intensidad
es una funcion que depende fundamental mente del
objetivo considerandose en su definicion la apertura
numérica del mismo y la magnificacion. Y por
ultimo, los filtros son los que permiten seleccionar
el rango de la luz emitida sobre €l espécimen y €l
rango de la luz recibida, pudiendo colocarse en €l
microscopio o directamente en lacamara. Estaasu
vez, es simplemente un conjunto de elementos
fotosensores que almacenan la luz que reciben en
cierto lapso y la transmiten en forma de sefia
eléctrica.

En e caso de la microscopia confocal, € proceso
barre planos sucesivos de la muestra, produciendo
una pila de imégenes, cada una de las cuales
congtituye una seccidon Optica; tales secciones
vienen a ser imagenes de finos cortes. Los
programas de procesamiento de imagenes no sdlo
registran €l brillo de cada zona de cada seccion,
sino también la ubicacion de esa &rea en la muestra,
0 sea, su localizacion en un plano individual (las
coordenadas x e y) asi como la profundidad de éste
(la coordenada 2z). Se preparan con ellos
reconstrucciones tridimensionales de objetos
microscopicos, permitiendo hacer girar arededor
de un ge las iméagenes reconstruidas y observarlas
desde otros angulos. [8]

Sin embargo para construir unaimagen es necesario
recorrer toda la muestra de manera uniforme,



ademés de que €l rayo de iluminacién y la via de
retorno, deberén estar perfectamente alineadas. Esto
implica que la mayoria de los instrumentos que
hasta ahora se han desarrollado, se basen en
complejos sistemas electromecanicos que resultan
en un ato costo, ya que tienen que generarse
pequefios desplazamientos perfectamente
uniformes, e integrarse la imagen en una
computadora[9].

Concl usi 6n

Tal y conb ya se ha expresado en
el inicio de este trabajo, la
exi stencia de objetos superpuestos
en imagenes de nicroscopia es un
probl ema que abarca a mas de un
area cientifica en particular. El
procesam ento digital de imagenes
ha aportado una gran variedad de
técnicas en relacién con la nejora
en la visualizaci 6n de | as nisnas.
Pero el desarrollo de trabajos
conmput aci onal de estos problenas,
parti endo desde el propio nedio de
capt aci 6n y utilizando | os
conceptos de la Optica, cuya base
es en la que se sustentan |os
nmecani snos nat ur al es de I a
per cepci on.
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