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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo muestra una mctodologia para la caracterizacion de textura que permite
la identificaciéon de metafases en presencm de nicleos mterfastcos (células que solamcnte

estan estimuladas sin lle5ar I eso d 3 dxvxsnon) Y de una gran cantidad de qrtefactos.

Pretende ser un paso mias paraila automauzacnon de la busqueda de metafases en el estudno .

ra; relacionados con la bisqueda automatizada de .

metafascs asi como con. los rcsultados Btéh‘idés de algunas medidas de textura clasicas,

du‘xvadas de \las matnces dc ! e} ocurrcnc a: cbntraslé energia, entropia y se&undos
momentos ‘angulares y con la medida "“‘Relauve E\n-cma Density” (RED). La metodolog,xa
propucsta tuvo un porcentajec de descmpcno entrc 14% y 133% mejor que los métodos con

los que se comparo.
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Introduccidn

INTRODUCCION

Uno de los mayores retos en el campo del reconocimiento de patrones y andlisis de
imdigenes digitales es la clasificacion de objetos. El problema en el reconocimiento y

clasificacion de imagenes consiste en asignar una imagen dada o componentes de la mlsma :

'su'caractenzacnon. En general, una 1magen puede ser. :

a una o varias clases .a_través'd
descrita por gran cantldad de caracteristicas eri adas de la forma, el color o la dlstnbucmn Vs

espacial. de 'sUs‘ ca

camctcnstxcas‘ pu lo tanto, es necesarlo‘v n_t

(MUZZOLINI R. cr al 1 994), por menéionar aligunos eJcmplos.

La nccesidad de resolver este tipo de problemas ha gencrado el desarrollo de' diversas
técnicas para la caracterizacion de texturas, donde, muchas de ellas se basan cen lo que sc

2




Introduccién

denomina anilisis de textura de “imdagenes modelos™ o “imagenes sintéticas™, las cuales por
lo . general son imdgenes con patrones bien definidos, ya scan disefiados u obtenidos de
tbtogi‘:iﬁas,— tales como las que se presentan en el libro de Brodatz (BRODATZ P. et al,
mca)'.; .

El ana1151s de texturas ha sido un tema de investigaciéon desde hace mucho tlempo y por lo
‘tanto, sc han desarro]lado muchas técnicas y algoritmos para el analisis de las mis: r as 51n‘ .

ernbar&,o el problema es tan compleJo que cuando se desarrollan algoritmos especxfcos a

den generahzarse a otras apllcacxones. ‘A'su vez

xtura caracteristica.
1.1 Objectivo
El objetivo de este traba_]o cs proponer una metodolobla para 1a caracterizacion de textura

quc permita la buasqueda de metafases y junto con otras caracteristicas morfoldgicas y

fotomé¢tricas, ¢l andlisis cuantitativo de la proliferaciéon cclular. Sobre la base de esta




Introduccion

metodologia, se propone un sistema automatizado, basado en la adquisicion, procesamiento
y anadlisis de imagenes de cultivos celulares, para la deteccion de metafases y ¢l calculo del

indice mitético.
1.2 Aportaciones dc la tesis

Las aportaciones principales de esta tesis son:
> Se propusieron dos medidas de textura: MDWRE e IEPR que en conjunto con otras
cai‘actcristicas morfoléz,icas Y fofométricas permiten el conteo automatico de
metafases para el analisis’ cuantltatlvo de Ia proliferacién celular y el cdlculo del

lndlcc Mltouco

v

tro a’ lnvanablhdad a rotacnones traslaciones y escalamiento de las

Y

res de clasificacion al calculo del indice mitético.”’

_cuando se ,txenc u ra con las proporciones reales de interfases y metafases.

Las aportaciones secundarias dc la tesis son: -

> Sc propuso una medida de desempeiio de la redes neuronales (ARAMBULA F..er

al., 2001a), basada en las matrices de contusiones (CASTLEMAN and WHITE,

4




Introduccién

1995), el vector de objetos no clasificados y la relevancia de las metafases ¢
interfases para el indice mitético.

» Se propuso el uso de otra metodologia para ¢l enfoque automatico de las laminillas,
de tal manera que éste se hiciera de una manera mas rapida y precisa. La
metodologia propuesta se basd en la ecuaciéon de un plano, para encontrar el

entoque en una posicion especifica (x.p).
1.3 Organizacion dec la tesis

La tesxs csta estructurada en 5 capitulos. El capitulo 1 contiene una descnpcnon de la

problematlca en relacion con la busqueda de metafases y en especifico’ a 1 evaluaclén dela .

prohferacnon celular en estudios de cxtotoxtcndad As:mxsmo contlen la’ reVISxon,‘_—v

mctafases mterfases Y artefactos obtenido
(ARAMBULA F.,el al.,‘.”OO a

clasmcacxon al calculo ‘del lndlce m:touco cuando se ti nc una mucstra con las

proporc10ncs reales dc interfases’ y ‘mctafases. Fmalmente sc prescntan los resultados
obtenidos cn cste trabajo, las conclusiones a las que se llcz,o y la proycccion a futuro del

mismo.
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Los rcsultados generados durante los estudios de doctorado, dentro de la linea de

investigacion “Bitsqueda auromatizada de metafases ™, incluyen tres articulos publicados
en una revista internacional (CORKIDI G et al., 1998; ARAMBULA F er al., 2001a;
VEGA- ALVARADO L et al., 002) los cuales se anex:m en- el apendxce Al y. tres

and Slgnal Processmg an_' f
2001: :

6
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Capitulo 1

CAPITULO 1 Busqueda de mctafases para el calculo del

indice mitético
1.1 Ciclo de reproduccion celular

El ciclo de division celular es el medio fundamental a través del cual todos los scres vivos
se mantienen en un status y se reproducen. En espccies unicelulares como las bacterias y las
levaduras, cada division de la célula produce un nuevo organismo. En cspecics
pluricelulares se requieren muchas secuencias de divisiones celulares para crear un nuevo.

individuo. La division celular también es necesaria para el crecimiento de individixds en

ctapa de desarrollo y en ¢l cuerpo adulto para regenerar las células perdldas en te dos y

organos, por desbaste detcnoro o por muerte celular programada Asi,

proceso de divisiéon nuclcar sc lc llama mitosis y la subsecuente dlvnsnon dcl c:toplasma en’

dos cé¢lulas hijas es llamada citocinesis (BERKALOFF A.ctal., 1984;\)




Capitulo 1

La division celular ocupa s6lo una pequeiia porcxén del. c1clo celular ya que la célula pasa

la mayor parte del tiempo en fase de cr cimiento, donde el nucleo se encuentra cn

interfase, dirigiendo las actividades smtetlca de la celula y prcparandose para la siguiente

division mltotlca Es en la mterfase donde se duphcan todos 'los componentes ceclulares

mcluycndo al ADN actuando como un mecamsmo que asegura que cada célula hija reciba

cromosomas para la busqueda de anomalias en los mismos.
1.2 Estudios. de proliferacién celular y sus aplicaciones
Los estudxos enfocados'a’la prohferacxon celular en animales'y humanos han contnbuldo de

stos estudxos se han mcrementado en dnsuntas areas

8




Capitulo 1

ia cantidad de m’z'xtéi-ivz‘xlféroxvﬁo‘s'émico ganado o perdido, siendo la pérdida mucho mas
severa (BENDER M et /.. 1988 GALLOWAY S, 1994).

En el area de'la’ tarmaco]ogm vquxmlca médica y oncologia, los estudios en la proliferacion

celular se han enfocado en 'su gran mayorla a la evaluacidn de la citotoxicidad (BARILE F,

1994; EISENBRAND G 2»
biolégicos utlhzados en'la’ mdustrla famaceuuca cosmetologlca v hasta allmentlcm se ha

) Decbido al gran aumento de productos quimicos y

crcado la necesxdad de melodos‘vcf'caces y rapldos para evaluar los efectos que, €stos puedan

tener en la prohfcrac:on cclular ya quc pueden contener sustanc:as que a deterrnmada dosxs :

Un: parametro 1mportante que se unhza comunmente para la evaluacmn de la cxtotox:c:dad
cs cl denommado lndlce Mitético (lM) (ROJAS et al., 1992; ROJAS er al., 19?3), e!fcual‘ =

&5 un’ indicador que sirve para medir la prohferamon celular; y que se definird en-la

siguiente seccidn.
1.3 Calculo del indice mitético para la evaluacién de la citotoxicidad

El IM indica el porcentaje de células que estda en metafase con relacion a las que estan en
interfasc. En términos generales, es un marcador ampliamente utilizado para cvaluar y
comparar la velocidad de proliteracidn de las células, resultando ademas un buen paramc,tro

para la cevaluacion de la citotoxicidad. Dicho indice puedce ser afectado por la exposicion a
9
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Capitulo 1

agentes fisicos, quimicos y bioldgicos que conlleven a citotoxicidad, lo cual resulta cn una
disminuciéon en la proliferacién y consecuentemente cen una reducciéon del IM

(GONSEBATT L. et al.. 1992; HERRERA L. et al., 1992).

Tipicamente - el calculo del IM de una poblacion celular se realiza analizando las

prcparaciones en el ‘microscopio optlco. Para tener un_resultado estadisticamente

\u,mhcatxvo del lndlce mltotlco en.un' expenmento comunmente’ s¢ hace un conteo de

2000° elcmcntos qi

%) entonces se supone quc la

preparacién  es apta 1 c. pro vac’a revisar todas las laminillas del

experimento. Esto se’ debe a que! estc porcentaje es un md:cador de que la preparacion esta

bien hecha.

10




Capitulo 1

La revision manual se lleva a cabo comenzando por el lado esmerilado de la laminilla y
moviéndose en zig-zag, como se muestra en la Figura 1.1. Este movimiento de zig-zag se
realiza hasta acabar con la laminilla o alcanzar el nﬁmcro de cuerpos que se desean contar.

El analista identifica y cuenta 2000 cclulas % reporta ‘el porcenta_]e de las que estin cn
1ntcrfase El rcconocnmxento de la< celulas

metatase con relacién a’ lns que estan en
interfasicas se realiza de la manera s:gulente la cclulas mterfas:cas tienen por lo &,eneml

una tonalidad tipica, entran dentro de un 'rango dé'tamadio y poseen una forma casi circular,
1.2

como sc pucde observar en los objetos marcados con el numero 1 de la Figura

Zona de barrido

Figura 1.1. Recorrido de la laminilla y campo de visualizacion

En la muestra también se pucden hallar células mis pequeiias y de tonalidad mas obscura
denominadas nuacleos no estimulados, los cuales no entran ¢n la cuenta debido a que no han

Ilc.g,xdo a su ctapa mdaxima de crccm‘ncnto La Figura 1.2 mucstra estos objectos ethuctddos

con s.l namero 3. Para la 1dg.ntlﬁcac 'n de cclulas en metafase, cl ru:onocn*mcmo sc baﬁa cn

Ia ulc.nullcauon de un congomgmdo dc crornosom"m como s¢ muustm c,n la Flg,ur..l I.... con

los objetos marcados con’ el nimero 2.
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Para el contco. los analistas se basan cn la experiencia adquirida después de observar y
analizar varios portaobjetos para clasificar los diferentes cuerpos antes mencionados, y

sobre todo poder discernir entre las células que estin en el limite de dos diferentes

categorias.

La aut0111atiza¢i6n total del calculo del IM ppdria traer ‘muchps bcneﬁcios.én '_e_} Vz'ujc‘aﬂdc la
citogénética;‘sin‘cmbargo, es un proyecto muy complejo dgbido:é'lqs: sighleﬁtés bﬁn'tés:"a)
Existen muy pocas células en metafase en un portaobjetos,'do'nvde hay cientos de células en
intertase y miles de artefactos. lo que implica una alta probabilidad de error en el

proceso de reconocimiento, b) Para reducir el numero de

Figura 1.2, Ejemplo de un campo real del microscopio con: (1) interfases: (2) metafases:

(3) interfases no estimuladas




Capitulo 1

campos a analizar, ¢s conveniente usar la minima magnificaciéon del microscopio. teniendo
como limite que la resolucién de cada figura mantenga la minima informacién de la
distribuciéon espacial de los cromosomas, ¢) Las metafases son variables en forma. dado que
los cromosomas pueden estar muy dispersos o muy conglomerados e incluso traslapados

(Figura 1.3).

Figura 1.3 Muestra de diferentes tipos de mctafases que va desde la muy conglomerada hasta la muy dispersa

1.4 Estado del arte en bisqueda automatizada de metafases (““metaphase finders™)

Muchos sistemas y algoritmos conocidos como buscadores de metafases han sido
propucstos para solucionar el problema. Los primeros intentos para la bisqueda semi-
automatizada de metafases se describieron en un trabajo publicado en 1963 (LEDLEY er
al., 1963). Este trabajo se enfocd b:isicamenté a la digitalizacion de fotograf’as dc,'
mct'aquc.s para cl anahsls de los cromosomas de las mxsmas. En part:cu]ar cl traba_]o dc—

LEDLEY er al 1963, fue el quc 1mpul'

reccortaban. ]os cromosomas y se pc;:aban .llmcados cen. una ho_m d(. papcel para su po t(.rmr

andlisis (obtencion de medidas cuantitativas). Es por cso que, aun cu‘mdo c,‘ lsu.n'ms

resultaron muy costosos y sofisticados. su relevancia se debe a que fucron los pnmuns quc

13




Capitulo 1

permiticron no soélo adquirir imagenes sino también almacenar y tomar medidas

cuantitativas de los cromosomas, asi como obtener estadisticas de dichas medidas.

Posteriormente en el afio de 1974 1nvesugadores del Centro Mcdlco de Nueva lnglaten‘a

(GREEN et al., 1974), desarrollaron un 51stema no‘solo para ‘el anahsls N metafases smo

tambu.n para 1a b queda“d

romosomas. las cuales ‘f

automatica 'y ademas quc el enfoquc tucra scmlautomatlco y'l que rcqu r

interaccion del usuario. La mctodolo&,m que sc desarrollé para el reéconocimicnto dc las

14
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Capitulo |

metatases se baséd en el anilisis de las variaciones de niveles de gris (puntos minimos) que
se registraban en cada una de las lineas de la imagen, en aras de diferenciar el fondo de los

objetos de interés y en especifico los cromosomas de las metafases. En este trabajo se partlo

de la hipdtesis que las variaciones de los niveles de gris de las 1netafases tlenen una
longitud en un rango caracteristico. Asi una vez anahzadas todas las lmeas de la- lmab n se
vecmo mas cercano) de los puntos mmlmos'

hacxan agmpamlcntos (con relacnon al

de vxdc.o dcsarrollado por Kontron GMBH cn Alcmama y Quantlmct 7”0 dcsarrolhdo por

Cambridge Instruments cn Reino Unido para cl analisis de texturas en mincralogia y
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metalografia. El uso del sistema Quantirﬁet,

metafases se repono en- LUNDSTEEN C.etal. _987 en’ GRAHA‘M 3 and PYCOCK D,
1987 y cn ODAWARA K. et al., 1997 En cl pnmer trabajo so]o se prc.scntan rcsult'ldog cn

términos del andlisis de cromosomas y no en relacién con la busqueda de metdfascs. En cl
16

TESTS CON_
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segundo trabajo se reportan los resultados en ¢l recconocimiento de metafases en dos tipos
de experimentos, uno con células de la sangre (linfocitos) y otro con células de liquido
amniodtico. En el caso de los linfocitos, el porcentaje de falsos positivos fue de 3% y de ‘

talsos nez,auvos de 4OA:. mxentras que en el hquxdo amnlouco el porcentaJc de’ fal os}‘ o

nebauvos (FN).

tmcnon (s, 10 20 40y 60

las mctafase y se calcularon las mcdldas deﬁmdas por la cc- ‘(] Dy (’ .2) En cl nu._por cabo

los porcentajes alcanzados de sensibilidad y prcdlcublhdad fucron del 85% y del 92%

respectivamente, con un periodo de fijacion de 20 minutos. En el pcor caso los poru.ma_)(.s
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obtenidos de sensibilidad y predictibilidad tueron de 35.4% y 85% respectivamente, con un

periodo de fijacion de 5 minutos.

En un segundo cxpcnmento se evaluo la lmportancm de la densxdad de celulas en la

busqueda de metafases. Para e]lo se
rnucstras fueron anahzadas de m
aums_nto Para cada muestra s

[ chor de los casos se ob

98% respcctlvamente y en‘ él P
tueron de 92.3% y 84% rcs =Y
densidad de células dcl trabajo de ODi 3 \

encontrar los txcmpos optlmos de tlnClon

porccnta_]e de rcconocnmxento de mctafases Sln mbargo -es; evndente que no en todos los
problcmas de busqueda de metafases se pueden;m dlﬁcar estos parametros debido a que
las muestras solo pueden estar a una dxlucxon dctemnnada o el tiempo de tincion no

siempre pucde variar.

En paralcld : conl el-desarrollo de Magiscan, un-grupo de investigadores en Edimburgo
desarrollé vaﬁos 'sistemas prototipos para la bﬁsque‘daﬁfder metafases. Los mas importantes
fueron: el denominado FIP (Fast Interval Processor) 'y’"‘METAFIP. En 1984 la compaiiia
Shandon Skoiithern‘ Products Ltd, comercializé’ el sxstema FIP renombrandolo como
Cytoscan 110, para la basqueda y anéliksis de megéfages.' El sistema estaba equipado con un
microscopio con platinas motorizadas y un objetiVo' de 20x de aumento. El reconocimicento
de las metafases se llevé. a cabo por medio dc ag,rupamlentos y las caracteristicas de los
mismos, como son: ¢l nimero de objetos (cromosomas) dentro de un agrupamiento, el
drca, la forma, la densidad 6ptica y las variaciones de densidades en el agrupamicnto.: El
uso de¢ cste sistema se reporté en FINNON P. er al., 1986 y en SHIPPEY G. et al., ,1986. En

ningun caso se¢ indicé el porcentaje de reconocimiento, sin embargo, en FINNON P. ¢r al.,

18
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1986, ' 'se menciond que Cytoscan cncontrd mas metatases que ¢l experto y sc hizo un
analisis para la justificacién de dichos resultados, considerando que los crrores de conteo
los“cometia ‘el ‘experto y no el sistema, teniendo por lo tanto un extra-rcconocimiento de

aquelli\'s metafases que el experto no lograba visualizar.

Poste ormente entre 1985 Yy 1990 se desarro]laron otros sistemas comerciales para la

busq "da de metafases Yy canotlpo. cstos fueron' Genetiscan de Perspective System lnc.,.‘

E. U Clzr‘ mobas de Kontron/Ze ss Alemama Merachrome de An—Con Genctlcs E U.; !

CASTLEMAN K' 1992 t5 caracteristicas, . usc endlkmlcnto del ‘sisterha

1998, 2001, se reportd el uso del

andlisis se. l]cvo a cabo usando un ob_)ctnvo de 16x de dumcnto en los trcs casos.

El uso del sistema Metatin se reportd cn BLAKELY er al., 1995. Este trabajo . sélo
menciond las caracteristicas del sistema (uso de objctivo de 10x de aumento, microscopio

19
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con platinas motorizadas con capacidad para 15 laminillas, cimara de color) y dc Ia
muestra (linfocitos de ser humano, para-el estudio de radiaciones). pero no reportéd el

porcentaje de reconocimiento de mctafases.’

A partlr de la apanc:on dc los s:stem' S comercmlcs para la busqueda de mectafases y
Tz 'rtado= se enfocaron a la utilizaciéon y evaluacién de

a problemds especxﬁcos sin embargo, algunas- otras

1995 MASCIO

las  caracteristicas - de ]a muestra a analizar

densidad,” cantidad 'y calidad de células a cuantificar cn dcpcndcncna d(.l - tipo - dc

20
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experimento que sc realice. Por otra parte, la mayoria’de las: herramientas: desarrolladas

utilizan la busqueda de metafases como un paso intermedi

indice mitético.
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CAPITULO 2 Adquisicién y segmentacién

El problema de la automatizacién de la bisqueda de metafases se puede dividir en varios
subproblemas: 1) La automatizacion del control de los movimientos de las ]5lbatinz‘i's'_'dcizlll
microscopio., 2) El enfoque automatico durante el analisis de las laminillas. +3) 'La’
adqumlcmn de las xmagenes y 4) El reconocimiento:-de las: metafases. ASI la calidéd en

terrnmos de reconocnmxento y tiempo de un sistema para’ la busqueda de  metafases,

dependera e la buena solucion que se le dé a los cuatro problemas mencionados

(LUNDSTEEN and MARTIN O, 1989 y ROY L. et a/. 2001).

2.1 Control -automiitico dc los movimientos de las platinas cn los tres ejes (v, 3, 2) ¥y

ndquns:cnon dc Ia imagen, para cl cilculo del TM.

Como'lm primer paso en el rcconocimiento semiautomatizado de metafases ¢ interfases
para cI calculo del IM, se requicre quc la computadora obtenga la informacion de los
culnvos celulares de las laminillas, es decir, la adquisicion de las imagenes de cada uno de -

los campos que el experto visualiza en el microscopio cuando lo hace manualmente, para_‘

dcspues hacer el andlisis de las mismas y asi contablllzar los ob_]etos de mteres. Por o tanto

para’ realizar este proceso, es necesano‘que la computadora tenga contro

La adquisicion de las imagenes de los cultivos celulares ‘se realiza mediantc una’ camara de
videco CCD blanco 'y negro que cstd conectada al microscopio y:a’ arj i‘a de

adquisicion (Flashpoint, Integral Technologices, Inc., USA) con enlruzlzis bara vnldéo'.v Ia cual

~
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permite digitalizar las imdgenes en la computadora mediante ¢l uso de un software

comercial (Image Pro Plus 4.1, Media Cybernctics, L.P., USA).

1" controlador,

Para el nmnc_]o de la< plalmas y Ias penlla:. dc ntoque qe cuv..nta con, ‘un

de 77 blt\ “La Fl&,ura

Ia cone\lon de la computadora Yy sus periféricos. Las especiticaciones a dc.talle de] equlpo

‘que; le otorg,a Ia habxlldad de haccr tax cas en tiempo real:

3

uuhz’xdo se muestran en ¢l Apéndice 2.

\ PLATINAS ..

MOTORIZADAS

Figura 2.1 Esquema de conexion del microscopio, computadora, cdmara y controlador

2.1.1 Recorrido ¥y enfoque de las laminillas para la adquisicion de las imdagenes

El control.del movimiento de las platinas en los tres gjes (o) se implementd por medio
de un conjunto de rutinas escritas en lenguaje C y FORTRAN que permiticran enviar al
controlador los comandos para ¢jecutar algunas tarcas como la calibracion de las platinas y

los movimicentos tanto absolutos como relativos, para ¢l posicionamicnto en un campo

2
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deeu\do o para el barndo (.oxnplcto de una lamlmlla asi como para el enfoque de los

campos. Todas estas rutmas fueron desarrolladas en' un traba_]o previo (GARDUNO E.

c<pcc1hcac1ones proporcmnadas por los cxpertos, es necesario tomm‘ en’ cuenta las

3)

4)

kprobler’na del IM, |

a busqued

Permitir un cierto traslape entre .cada campo, para

quecdado entre dos campos puedan ser’ rcvnsados.,
modificada por medio del prog,rama.
Definir la seccidn a nnahzar en cada una dc las laminillas. Como las mu(.slms de
cultivo normalmente ocupan una seccion de la laminilla, es inatil barrer toda ¢l drea

24
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de la laminilla; por lo tanto se define un drea especifica de las laminillas a analizar,
descchando el resto, como puede verse en la Figura 2.2.
5) Emular el barrido ¢n zig-zag. tal y como lo realiza el experto en ¢l conteo manual.

comenzando cerca de la parte esmerilada de la laminilla.

Figura 2.2 Zona de interés para el barrido en la laminilla

En relacién con el enfoque de los campos de la laminilla, una opcion consiste en .ir
aplicando un filtro pasa-altas a la imagen digital 'y encontrando iterativamente el punto de g

mayor afinamicnto (maximo contraste) y por. ]o tanto el punto de mejor toco (RUSS J,

1990). Para realizar el enfoque en un poswxon (x.)) especifica de la mueqlra se pucde

utilizar un algoritmo que calcula el contraste en una serie de tomas dc un barrldo en c] c_]e =,

considerando el enfoque. opllmo en la: toma que poseca el mayor contraste. Una dc,svcnta_]d,

de este mctodo cs que. el. barrldo cn el eje =z debc abarcar una dxstancna lo suhmcntementc

grande para que el proccso 1empre cncuentre el enfoque del campo que se vaa anah/ar y

por otra parte, los xncrcx’nentos en cl barrido deben ser pequenos con el proposno de que el

cnioquc sea mds tmo

La mx_mdoloya para "c] entoquc descrita anterlormcntc v utlh/ada por GARDUNO E.

1995, usull cr lt.nla debldo a que para obtcncr un bucn e toquc en (C'ldd campo sc

requeria bdll‘(.l‘ por lov’nenoﬁ +'6 puntos cn cl gje = haclcndo lo_mas pcqucno posiblc los
m(_rcmunos cn' el barrldo Por lo tanto, ¢n el prc%cnt«_ trdba.]o se ut:ll/o otra mcmdolobm de
entoque automatico que pcmnllcrd que ¢éste se hicicra de una’ mancrd mzm ‘ripida 'y precisa.
Dicha mctodologia se basé en algunas ideas descritas en' trabajos previos relacionados tanto

con ¢l autoentoque para microscopia automatizada como con los sistemas buscadores de

25
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metatases (GROEN Foer af. 1985: GRAHAM J and PYCOCK D. 1987; FIRESTONE I. ¢/

al. 1991).

El algoritmo propuesto conmdcm la ecuacién de un plano 7 para encontrar ¢l enfoque de

una poﬁlcmn espccxt"ca (x. »). Si se conoce la ccuacion del plano enfocado, entonces se¢
pucde _conocer ol enfoquc de, cua]quu:r punto quc pertenezca a dicho plano. Asi, para

obu.nu la Lcuacxonvdel plano entocado (la lamxm]la) se le pide al usuario que L.ntoqua., por

dado> por el usuario definen un plano T pues ‘ello detcrmm:m dos vectores no paralclo<

quc. se intersectan en un punto como se muestra en la Flbura

® |O(x . .v,.2,)

RN, vy.2.)| @ ® | P(xy. VysSh) /
X\ b)

o
~

Figura 2.3 Iinfoque de Ta laminilla por medio de la ccuacidn de un plano: (a) puntos de enfoque detfinidos por
cl usuario: (D) plano que se forma con los tres puntos no colineales definidos por ¢l usuario
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Los vectores PQ = (5 =) + (v, — Vo) + (= — =)k Y PR = (X3 = A + (s = )/ + (2, = 5,)4 Cstidn en

cl plano y por tanto son ortogonales al vector normal, tal quc
i J k

P_-QX-P—R=(~\-I_xn) OHn — Vo) (-ﬁ"zn):iA_jB""kC‘ .D
2 Xo) CV: _.Vu) ) ;(22 —.-u) .

donde:

Se obtiene la e‘cua'c_ién:dé P :‘1:

B A,c,x,—,a_-o),—‘s<'.v;ﬁ.v;>+c'<z-=(,»> ~o.

como las rutinas para emular ¢l barrido de I1s lammlllas lal y como Io rea Xpcerto, sc

pucde proceder a obtener la informacion de los cultivos celulares, a lrdws dc ld adquisicion
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de las imagenes de cada campo recorrido, de tal manera que dichas ima

analizadas para la obtencidn de objeros de interés. Esto implicaie dlscrlmmar la

informacién del fondo y los objetos de interés, lo cual se réziliza

scgmentacion que se describe a continuacion.

2.2 Scgmentacion

La segmentacion es el proceso que subdnvnde a una 1ma;,cn en sus’ partes constltuyenles u

ob_)etos y es uno de los elementos mds lmportantes en el anallsls automatlzado de i 1ma5ene>.

2.4. Para calcular el umbral de seyncntacxon se unh/o ‘cl albontmo Be ween Clds
Variance (BCV) desarrollado por Otsu (OTSU N, 1979). descrito en cl Apcn(hu. 3.

p cdan ﬁcr
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Figura 2.4 Imagen de un campo de la laminilla

2.2.1 Segmentacion de las imdgenes de los cultivos celulares
En cl caso del estudio de la proliferacidon celular para el cdlculo del indice mitotico, es
nccesario identificar dos tipos de objetos cn las laminillas, interfases y metafases. Las

mectafases se pueden subdividir en dos tipos: las conglomeradas y las dispersas (Figura 2.5).

a)
e ks T e
L3 e g s

b)
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Al segmentar dircctamente la imagen por ¢l método BCV, se encontraron dos problemas

importantes:

(O] Algunas interfases no eran scg,mentadas en cnertas 1magcncs, debldo a que est:m

eran mas brlllantes que el umbral de’ seg_.,rncntacn n obtemdo

Los cromosomas dc'las”

pcnmm,ra quc los cromosomas sc unu.ran para iommr un solo ob_pcto quc pud 'ra’su'

sv.;,mt.ntado El namero de iteraciones depende del grado de dlspcrslon d(. los cromosomas

y dcl objetivo con el que se vean al microscopio. En nuestro caso se utilizé un ()hJCtIVO de

30
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10x de aumento y el niamero adecuado de iteraciones se determiné en 2 (Figura 2.7).

Debido a que las dilataciones sélo sirven para la segmentacion de las metafases dispersas y
no para las interfases y metafases conglomeradas, sc¢ decidié realizar una doble
segmentacién a cada una de las imagenes digitalizadas del microscopio, en aras de

scgmentar todos los objetos de interés.

-
. .
3

-
-
vt

b)

a)
Figura 2.7 Opcraciones morfologicas aplicadas a fa imagen para la scgmentacion de las metafases dispersas.:

() primcera dilatacion: (b) segunda dilatacion
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2

Para la primera scgmentacion (Figura 8a) se aplicé a la imagen la funcién de
transterencia f(x) (definida anteriornmente), se calculd ¢l umbral de segmentacion por medio

del mdétodo BCV y sesegmentd. En esta scgmentacion se obtuvieron las interfases y las

Fig. 2.8 Proceso de segmentacion: (i) sepmentacion de interfases y metatases compactas: (b) segmentacion de

metafases dispersas: (©) segmentacion tinal.
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metatases conglomeradas, junto con un conjunto de objetos que no pertenecian a ninguna
de las dos categorias mencionadas, a los cuales denominaremos artefactos. En la secgunda
scgmentacién (Figura 2.8b) se aplicaron dos dilatacioncs a la imagen original, se calculd el
umbral de segmentacion con ¢l método BCV y se segmenté. En esta segmentacion se
obtuvieron las metafases dlspcrsas y otro conjunto de artefactos. Finalmente se hizo la

union dc Ios contomos dc la _primera y segunda scgmcntacxon, excluyendo los contornos

rcpcndo: y sob ep lendolos posteriormente a la lma;:,en original. La Figura 2.8c muestra

el conjunto;final de objetos a analizar y clasificar.

2.3 Scleccién de caracteristicas

Con respecto al problema del calculo del lM se requxerc rcconoccr dos tipos.de ob_]cto 5

interfases y las mctafascs. sin embargo. existe un tercer grupo deobjctos’ dcnommado

artefactos que sc agregan en cl proceso de scgmentaciéon. Este grupo conforma mas del

33
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90% dc la totalidad de los objetos. Los artefactos son de diferentes formas y tamafios y
hacen que el problema de clasificacion se torne mas complejo. que si sélo sc tuvi_evra:quc -
discriminar entrc metafases e intertases. ! ’ -

Cuando el conluo se reah?a dc manera manual las caractensucas que el experto toma en

cl color (gns obscuro) (Fl,g:,ura

consnderan d(. manera vmua

de cromosomas menor que las

metatases compactas; por otra parte en las metafases compactas no se puedan identificar

cromosomas individuales sino una aglomeracion de objetos. En consecuencia creemos que

(a) (b)

. 2.9 Muecestra de interfases y metafuses: (a) interfases cuya descripeion se basa en la forma casi circular y

color, gris obscuro: (b) metafases cuya caracterizacion se asocia a la textura conformada por la densidad de

SUS CrOIMOSOmas.

34




Capitulo 2

las c:u'ucu,rxsncas que el c‘q’cno conﬁldcra en el conteco manual de las metatases parecen

estar asm_mdas a 1a te ; ‘orman los cromosomas de las mismas.

el calculo del IM, las variables a considerar para la

deben estar basadas en las caractcristicas quc cl

cuanto _,_se i 1ncorporaron

como c.I drea, forma :mvn.l de gris promcdlo, varmctom.. de dcnsldad opth'\ y cl namero de
sub- ob_;uos o cromosomas (FINNON P. er al 1986 SHIPPEY G. etal; 1986; MASCIO L.
cr al,  1998); otros hacen un andlisis de las variaciones de mtc.nbldad de x,rlq denomindndola

en algunos casos textura (GRAHAM J. and PYCOCK D. 1987: VROLIIK 1. ¢r «l. 1994:

‘M
h
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BLAKELY W. ¢r al, 1995: MCLEAN J. and JONSON F. 1995). El 'uso de cstas variables
como tal en el problema del IM no resultaria apropiado debido a quic ‘en todos los trabajos
antes mencionados, el tipo de mctafascs quc se buscan son aque]las ‘en las que los
cromosomas estan bicen dxspcrsos y sin traslapc (pnra anaIISIs de canotlpo) teniendo éstas

un area, una. forma caractenstlca y una vanacwn en mlensndades que hace que su

rcconocnnlcnto Gea m

Aun cuando Ios traba_)os previos no nos permnten tencr Luna solucmn satisfactoria para el

ru.onoc:mu,nto de mctatases e mterfases para cl calculo dcl IM podemos notar que en el

caso de las metafases la tcxtura parece ser una caractcnsucn 1mportantc para ‘su

descripcion.

La presente tesis se enfocd prmcnpalmente al analls:s y desarrollo de algunas vanables que
caracterizan la textura de las metaf’ases. dc tal forma que estas perrmtan junto con las
variables de forma, area y nivel de &,rls, obtener una ' buena clasnﬁcacmn de las metafases c

interfases en presencia de artefactos.
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CAPITULO 3 Anailisis de textura

3.1 Ilntroduccién

Debido a la importancia que tiene la textura en el reconoc1m1ento de las metafases en estc.
con el anallsrs

Capitulo se hizo una revision de los trabajos de mvesugacxon rela ionad

dec textura publicados durante los ulumos aiios, con el. fin de defmr na metod Io;,xa para la

caractcnzac:on dc la textura de las metafases.

3.1.1 El concepto de textura’

habian s:do d :

1990, vuelve:a:mencionariquein

cr al,

también se cuestlona quc sxemprc que los. metodos para el anahs:s(de texturas ‘son

npllcados, se asume que la imagen ticne C|crtas caracteristicas de textura, sin mnbarbo una

precgunta importante que debe de hacerse antes de aplicar algin tipo de algoritmo dc

anilisis de textura, es jexiste alguna textura en la imagen? La respucsta a esta pregunta

37
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depende no solamente de la imagen, sino de la aplicacion que se le darda y de las
caracteristicas de- textura que sc extraerin de la misma. Este e¢s un problema que csti
altamente relacionado con la conceptualizacion de textura, es decir, jcomo saber si en una
imagen existc una textura, si a priori no tenemos claro como definir el concepto de textura
o cudles éon los elementos que dcben considerarse para poder caracterizar a las texturas?.

Es importante  mencionar-que a la fecha no existe una definicion’precisa d¢:lo que es

textura. .

AI&,unos psu:oloz,os especmhstas en’ perccpc:on (GAGALOWICZ Alerial,
B.. cr al, 1983 yJ 2 0N cntxdades matcmatlcaﬁ

que puedan ser def'mdas d maner'\ formal sino quc cstas
humana y para poder entendcr el concepto de textura es nccesarlo hacer mas expenmentos
v1sual del humano Sln

“opil an que’l 's texturas i

echos’dc la pcrccpmon

psico- ﬁsnoloblcos quc perm1tan entender un poco mas la P rcep
cmbargo, los logros obtemdos en el entendimiento de la per(.epcnon han resultado 1ll‘l‘lltad0§
y hasta el momcnto las vanablcs que’ se encuentran mvolucrada rce ]

todavia al;,o que se dcsconocc.

En NADLER M 1992 se mencnona quc la problemauca de defnncton 'de_textura:sc debe. 'a

hasta aquéllas que cstan om

estan distribuidos de manera alcatona. chhos clcmentos cﬁtan rclactonados solamentc por
alguna propiedad estadistica como por c_)emplo la autocorrclamon a cste tlpo de texturas sc
le denomina irregulares. Ejemplos de texturas regulares son las fotografias aéreas dc zonas
urbanas, o de¢ cultivos agricolas. De texturas irregulares son: vistas aéreas de bosques o

montanas via satélite, cte.
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Si consideramos los casos extremos de los tipos de texturas mencionados. se puede hacer la

formulacién de dos:tiposide:enfoques diferentes que permitan el andlisis de texturas. El

cstudio de textur egulares; es decir, aquéllas que estin constituidas por componentes

levar'a' cabo por técnicas que determinen la estructura o

dlteruntca tcxturas que ‘én clla aparccen asx como sus llmlth

Los tres problemas antes mencionados estin listados en orden de dificultad. El problema |

¢s probablemente ¢l menos diticil, ya que dado un namero finito de clases de texturas se
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puede probablemente encontrar un conjunto de reglas que permitan discriminar de manera

cfectiva cada una . de las clases.

El problctﬁa 2 es mas lec:l ya que esta cn dependencm de la comple_]xdad dc la estructura

de'la tcy)&tu_'ra'v.b La'descnp ion dc una textura requnerc del cnlendlm c to de'la depcndcncm

El problcma 3 es pro blé
cspectﬁcar cuando tennma un
limites entre las;;cxtl}ra de’un
estar dcntfo de ,féti‘g.

y inmersa‘e

segmentacién de una tex

Hasta ¢l momento:no:s

realizado numerc

meno po dos cnfoques 3 estructural y estadlstlco‘ Esto ‘no su,mf'ca que no cxnstcn algunos
mctodos estcn consndcrados dcntro de estos enfoques, sin cmbarg,o csto< son los
mas: conocndos. ‘Dentro de cada uno dec los enfoques existen una serie de técnicas quce
pcrrmten la caracterizacion de algunas texturas. En el enfoque estadistico sc analiza a las

texturas como un patrén complcjo definido por un conjunto dec estadisticas cxtraidas dc
10
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regular .y repetitiva. - . !
prlmltlvae que la conforman y sus reblas de’ org,amzacxon espacial.

A continuacién se presenta un analisis muy general de algunos algoritmos y metodologias

desarrolladas con los enfoques estadistico y estructural.

3.2 Enfoque cstadistico para el anailisis de texturas

Los métodos estadisticos definen a la textura en términos dec estadlstlcas apllcadas dc

manera local a los niveles de gris, los cuales son constantes o vanan lentamente a traves de

imagen™. En otros algoritmos se asume un. modeu text

sc utilizan para determinar los parametros dei modelo “A estos algontmo se,lcs denomina
“mcétodos estadisticos basados en modelos™ (SCHACHTER B, 1980) EX|stcn alg,ontmos
donde las medidas sc obtienen a través de una transformacxon que sc le aplica a la imagen.

A cstos algoritmos se les denomina **métodos estadisticos basados en transformaciones™

41
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(HARALICK R, 1979) Fmalmcmc cxisten métodos basados en la distribucion y

dependencia espacml de los mvcles de gris, denominada co-ocurrencia de niveles de gris.

En los métodos basad z imagen se divide la imagen cn regiones, se calcula la medida

de textura en c: C e agrupan en un vector, extrayendo -la informacién mas
de estos metodos tenelnos el’ denommado “Edginess™
1 ‘temauca (MATHERON 1975; :

sélo se tienen que ehcﬂo}iirarv
modelos son: los de autorcgres (s} o,
1976; TOU J, 1980) , los campos aleatonos’dc,Marko (CHOW: C
al. 1980; CROSS G. et al.1983), series de tiempo (DELP.
(SCHACHTER: B

1984) Y mode]os ‘de mosalc
AHUJAN er al 1981)

En «.l caso, dc Ios mc.lodos basados en transfonnadaq se apllca albun tipo. dc transformacmn
para obtcncr Ia mcdlda de thtura de una imagen. En cste tipo de mctodos, la u*na},en se
dividé Ln subxma&,enes Suponkamos que el tamaio de cada imagen es de 7 x n ccldas de
resolucién, entonces los #2” pixcles de 1a subimagen pueden ser vistos como componentes

2 - - . - o - -
de un vector n°-dimensional. El conjunto de subimigenes constituye cntonces un conjunto
) 42
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> . . . . ~
de vectores n--dimensional. Basicamente en la metodologia de transformadas, cada uno de
cstos vectores es: re-expresado en un nuevo sistema de coordenadas. El sentido dec la

transformacioén‘es que los vectores basicos del nuevo sistema de coordenadas tengan una

prc<c ‘1a frccucncm espacial, la cual esta relacionada con la textura.

imagenes, es decir, las’es xstlcas obtemdas en cada reg,lon en que fue dividida la imagen

dependen direc/t‘amgtljtc’: del ontraste de la regién .y por lo general son computacionalmente

comp]ej:;s. -

3}En:f_o‘quc cstructural para cl aniilisis dec imiagenes
Los modelos estructurales sc basan en la idea de que toda textura esta constituida por
prim’i‘ti\yms organizadas espacialmente de manera regular y repetitiva, En este sentido, para
’ 43
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describir una textura es necesario definir las primitivas y las reglas de organizacién y
localizacidn espacial de las mismas (HARALICK R., 1979).

3.3.1 Primitivas . : -

mctodolog,la para determl ar la textura deé la imagen.

Los mcé¢todos mas conocidos para cl analisis de textura utilizando el enfoque estructural son:
“Edge Density™ (ROSENFELD A. and THURSTON M. 1971), *“Run lengths”

<44
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(GALLOWAY M 975) “Relative Extrema Density” (ROSENFELD A. ¢r al, 1970) vy
(ERICH R W. and FOITH J, 1976).

“Relational Tree

En cl'éziso del ‘E‘d1>e Density®, se propone una medida de textura basada en la

cantidad’ de.contornos por umdad de area. La primitiva es el pixel y su atributo o propiedad

c.; “la“magnitud T:EI },radlcnte puede ser evaluado por cualquiera de los,

opcmdores d ecindadrdel- gradxcnte. Para una ventana especifica centrada en un pxxel

‘la 'distribucion’de. las magnitudes del bradlente pueden ser dcterrnmadas. La medxa de

es‘tn distribucion:es;la cantidadd ixel dado.'

ordes por unidad de area asociada con. el

E_]cmplos e’la aplicacién de:esta medid Tvde textura en problemas reale ‘son (SUl'l ON’ R.‘_"‘

reconocimient

En cl caso del método *“*Relative Extrema Density” (RED). la ‘medida’ de textura que se
propone se basa en el ntmero de maximos y minimos locales por unidad de dreca, en una

ventana definida, la cual puede corresponder a toda la imagen. Los maximos y minimos sc
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calculan en’ uri analisis umdlmensxonal (horizontal) de la siguiente manera: en un perfil de

niveles'de ] g,ns. el:-pixel-ies ‘un-minimo relativo si su nivel de gris g(i) satisface:

g =glE+1) y g@dsgl-1 3.0

y un pixel / es un maximo relativo si:

g(,-);g(,-ﬂ) v g(i)zg(i—l) o X))

Como podemos observar el numcro de puntos cxtremos tanto c:laFig

Figura 3.2 cs. u,ual ‘sin embar;,o, las vanacxones de mvel

pc.rhks y por tanto’ su textura deberia ser también dlfcrcnle ,Est dlferenm_ i se. eﬂe_]a en
la medida RED, ya que para ambos casos sc obtiene ¢l mismo valor de extrcmos por unidad

de arca.
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Perfil densitomeétrico de una linea

@2

=

[=2]

-4

©

=
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=
Pinel T z 3 K 3 7 B3 SO T [T s O[30 [31 2233 25 [35
Nivel Ta0 | 200 | 132 |95 [ 127 { 76K | 133 | 105 | 86 | 786 | 770 | 150 | 20 28 TT0 | 39 [ 33| 137 [ fag [ 170
de Gris e p E
Figura 3.1 Localizacién de los puntos extremos (maximos y minimos) de un perfil densitométrico. utilizando

el algoritmo RED (ROSENFELD A. ¢f al. 1970). Los circulos muestran los

puntos extremos y la tabla los

niveles de gris de cada pixel dél bgfﬁl

o

=

(L] ¢

<

o

=3 NI —l

= i
Picct T ) I3 [5 |6 [7 [F Jo [0 (77 [ 12 [T3[7F {15 116 Ti77 [ 18 [10[20 (2132133 |33 |33
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de Gris

Figura 3.2 Puntos extremos (maximos y minimos) de un pertil densitométrico con planicics. Las clipses

muecstran las planicies y la tabla los niveles de gris de cada pixel del perfil.
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El método ?‘Relin na Trces dcscnbe el uso de un arbol binario para la repr scntacnon de: .

odec g p edeA Qu‘ un‘
stadlslxco estructural (HARALICK R 1979) HAN-BIN K. v RAE-HONG P..

1992, utlh/an una combinacién estadistico-estructural para extraer la informaciéon de la

mctodo

textura. Los clementos estructurales o primitivas de la imagen se localizan por medio de un

analisis de¢ periodicidad en las matrices de co-ocurrencias. Los resultados obtenidos con ¢l
a8

SN
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método propucs‘ sison del '85.4%, cn el reconocimiento de 6 imagenes sintéticas del libro

BRODAT?— r

algunos trabajos para el andlisis de textura se han enfocado a estudios
comparativ e las medidas de textura clasicas ya existentes en la literatura. Tal es el caso
de los traba_)o prop estos por REED T. y HANS .DU BUF J., 1993 y SMITH G. y BURNS
I.. 1997 En‘este ultlmo' trabajo se propone un: ﬁ-ameu ork para evaluar los algoritmos de
la aphcacxon de los métodos

claﬁnhcacnon d xtura Otros trabajos se’ han cnfocado E

c\xstentes e problcmas especificos. CORNELOU 11996 proponen el uso de las

matnces de O ocun‘encms para el anahsls de' imagenes; de ultrasomdo. VENKAT K Y-

RAMAMOO kTHY B., 1996 hacen un cstudylo ‘comparatxvc.) dc las “matrices’ de co-

'y cl método ‘Run length’, para Ia clasnf'cacnonvde 1ma5encs dc supcrhcxes.v

ocurremca,
Fmalmcnte otros traba_yos se han enfocado al des >llo de: nuevos metodos para el anahsls :

sintéticas del libro BRODATZ 1966. Rcc:entcmcntc se- han desarrol]ado traba_joq dc
anilisis de textura relacionados con la orientacién dc los patrones que se cncucntran cn la

textura [KINGDOM F. y KEEBLE D., 2000; PIETIKAINE M. et al., 2000).
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En conclusion. aun cuando en los Gltimos afios se han desarrollado muchos trabajos para ¢l
andlisis de texturas, el problema es tan complejo que cuando se desarrollan algoritmos
cspecificos a  una apllcacwn concreta, dificilmente . pueden generalizarse  a - otras

nphcac1ones. A su vez, los algoritmos mads generales pueden funcionar adecuadamentc cn

patrones smtetlcos bien controlados, y tener.una ba_]a eﬁcnencna ‘al aphcarse en sntuacxoncs'

1storsuon. Por lo anter or _cl

‘rncdm de las dxstancms entre los cromosomas.
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CAPITULO 4 La textura como caracteristica

representativa de las metafascs

4.1 Introduccioéon

Durante el conteo manual, el experto identifica las metafases pnncnpalmente por. la textura

‘interna produc1da por los cromosomas Yy su dlstnbuc1 h

Sin embargo, si en-_lugar_de,coqsigiefaf a los éroniosomas como primitivas, los visualizamos

cn términos de su intensidad luminosa y de su distribucidon espacial, podemos observar que
las variaciones de niveles de gris entre éstos y ¢l fondo forman huccos que dan la apariencia

de una textura rugosa, con crestas y valles (maximos y minimos) como la que se muestra en

h
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la Figura 4.1a. Esta figura corresponde a la metafase de la Figura 4.1c. donde en el ¢je =
estan representadas las intensidades de gris de cada uno de los pixeles con coordenadas
(x.v) de dicha metafase. Asi mismo podemos observar en la Figura 4.1b, la representacion
tridimensional . de 'la - célula en interfase de la Figura 4.1d. en donde debido a la
homogeneidad de la textura no se presentan variaciones muy marcadas en los niveles de

gris:

@
Figura 4.1 chréscmacién de intensidades de gris a) Representacién tridimensional de los niveles de gris de la
metatase ¢). b) Rcbrcscntacién tridimensional de los niveles de g!;is de la interfase d), ¢) Figura bidimensional

de una metafase, d) Figura bidimensional de una interfase

D¢ lo anterior podemos decir que en una imagen en niveles de gris de una metafase
representada como una supertficie, donde la intensidad es vista como la altura. la textura

aparcee en relicve y los puntos extremos (maximos y minimos) combinan informacion

‘h
9
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tanto de la forma como de la intensidad. Esta interpretacién nos lleva a pensar que sc
pucden obtener medidas de textura como la propuesta por ROSENFELD A. er:al,~1970, a-
través del estudio de las propiedades de los puntos extremos, de tal manera que con dlchas

propicdades se puedan caractenzar a las metafases e interfases.

mismos.: Por :lo:t

textura (rugo:

ancho y alto’ de la restas y val]es quc’'se.forman entre os puntos extremos. En st.;,undo
lugar. describiremos una medida de textura basada cn la rclacnon cspac:al y de niveles de
gris entre los puntos extremos que representan a los cromosomas, y a la textura quc sc

genera entre cllos.

‘h
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Perfil densitométrico

270
= 225
& 480
..... f I 8 e @
@ 90
>
=z o . :
- X
- w-m 2 2 =2 2 N ¥ T R X =" 3 T TS
¢ et Pixeles
-7 Perfil de nsitométrico
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— 225 “
=
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_____ B 1as :(b)'
g 90
= as
o
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Perfil densitomeétrico
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=
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o
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Pixeles ’

Figura 4.2 Perfiles densitométricos de las lineas punteadas de tres texturas diferentes: (a) planicies de pocos

pixcles y mucho contraste: (b) planicic de muchos pixeles y poco contraste, (¢) planicies de muchos pixeles
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4.2 Caracteristica de textura basada en Ia relaciéon altura y ancho de los puntos
¥ P

extremos de la imagen.

Los cromosomas en las mectafases pueden verse en baja resolucién como puntos extremos

en pcrﬂlcs dcnsntomctncos.,A dichos extremos se les pueden asociar varias proplcdades

La medida de rugosidad ‘de una imagen'se calcula a través del analisis unidimensional de

los perfiles dcn’sknt/omctric'os contenidos cn un contorno cerrado de un objcto bioldgico

scgmentado (Vi: : Figura-4.3). El proceso se hace en cualquier sentido, en cste caso
horizomal por lephcxdad en los cadlculos, El algoritmo detecta primero los puntos

55
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extremos en el perfil densitométrico (puntos n7 y 1n7); es importante mencionar que en ¢l caso
de las planicies solo se considera un extremo, correspondiente al pumo medio de.la-misma.-.
Definiremos ¢l :tamafio de un poro como: la suma de las proyecciones horizontales de’los.

vectores A y B (Flsura 4 3) Asx un poro sera cons:derado como tal sn y eolo si sanstac«. las:

al..1998] como

donde:
1 """{‘ provd, v vV prmﬂ } 0 6 v iVl-m_vA, + Vpra,v”, >n
. n\ax{ prava, » ¥ provas, } i o2
Si= . T 42)
o en otro caso

i
Ve,

, + l’,m,. H,
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N ¢s el numero total de poros del objeto, pay ¥ oy son las proyccciones horizontales y

verticales de A1 y Bl respectivamente y 7 es un umbral predeterminado.

Figura 4.3, Descripcion geométrica de la car'lclerlsuca MDWRF

La Figura 4.4 muestra los poros (puntos blancos en caso del objeto etiquctado con NV y
puntos’ ncg,ros en los otros objctos) detectados, en un andlisis horizontal, cn una mctafasc.
una interfase yr un artcfacto. (En el Apéndice A.3 se encuentra el pieudocodlbo para cl
t.dlCU]O de la medida MDWRE)

L7~

& _v}t‘f\f‘ ’

Figura 3.4, Poros detectados en una metatase (M) intertase (1) v en un artefacto (A).

N
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4.3 Caracteristica de textura basada en la informacién de intensidad y relacion

espacial entre puntos extremos de las metafases.

Asi como en MDWRE: sc -utilizaron las propiedades dé’altuxja'y anchlo‘"dc los extremos, se

pucden utilizar diferentes propiedades de los mismos para gencrar otras medidas:de textura..

que.’tomen fen’ cuenta - informacién’ importante

vccindad. Como los extremos

los valores de (N l)/2 y (N+I)/'7 51,N cs'lmpar y consutuye un csumndor robusto ya quc, a

dltc,rcncm de la.m dla en’ éste ‘se- eliminan los picos que puedan prc<cnmrsc cn la

dlstnbumon Tomando én consideracion los conceptos anteriores sc decidié utilizar un hllro
de mediana. para ecvaluar la distribuciéon dec las variaciones de intensidad centre los

cromosomas. En este sentido la distribucién de los rangos (histograma) sc definio en
58
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términos de las diferencias mids grandes de los niveles de gris de cada perfil de una
vecindad determinada, .donde. dicha diterencia se obtiene por medio de la sustraccion del
valor maximo menos el minimo del periil (Figura 4.5), y la vecindad es de un tamafio

rc_pres(.ntanvo en relacxon :con la separacion proxnedlo entre cromosomas. Finalmente, la

medmna puedc <e evaluad’l una vez que ‘todas ‘las diferencias de los pertiles han sido

cn un andlisis vertical y

Sca (.) cl c_onJunlo de N puntoa P, (\,. v,). con l——l.....N guyas coordun‘ldas cnteras, X, V. s¢
encuentran dc.nuo de un contorno cerrado.’ Dichos puntos /7 corrcspondcn a las
coordenadas de los extremos. obtenidos en direccion horizontal y vertical, de una imagen

de intensidades /ex, ). como se mucestra en la Figura 4.5b.
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Sca L, = {I’,IP, =(=-0F +tP;, .t [0,1]} el pertil densitométrico entre dos puntos extremos

Py P.,. Y sea /,(F£) el nivel de gris para cada £ € L, . Entonces

Py = (P) si =0 aa
s (F) = (7)) sior=1 (4.4)

son las intéhsidades en los puntos extremos de L, . Noétese que en un espacio discreto. /(x,
v.) puede no estar dehmdo para cualquler L. En este caso, el valor es estimado, a través de

una mterpolacv:m bllmeal utxhzando el vecmo mas ccrcano. csto es: 1, <t <I/.. -

hlstol,rama H cntonces se define a'la” medxda Inter Es
ALVARADO L. et al., 2002] como:.

‘|lc Ran5c (IEPR) [VEGA-

yZs

IEPR = - - . (4.6)
«/ —min{min/, (/7)})
i kel

[T
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donde /,,,, ¢s el maximo nivel de gris de saturacién de la imagen y r<[0,1]. Asi. T/EPR es
una caracteristica de textura que representa la rugosidad local, a través de los perfiles de
intensidad entre extremos. La normalizacién nos permite hacer. de manera apropiada.
comparaciones bajo diferentes condiciones de contraste. Es importante mencionar que cl
mas

denominador '/ mln{mlnl (£)} nunca es cero, dado que el 'pex"ﬁ'l inclbuye‘siempi-e un

cxt‘rieyr:no'(En el Apéndice A.3 se encuentra cl pscudocddigo para el cileulo de la medida
IEPR)."

4.4 Evaluaciéon de¢ las caracteristicas propuestas y comparacion con otras

caracteristicas de textura

En esta seccién sc presentan los resultados de la clasificacidon de metafases, interfases y
artefactos utilizando MDWRE ¢ IEPR como caracteristica dnica en comparacion con
algunas caracteristicas de textura clasicas reportadas en la literatura (medidas derivadas de
las matrices de co-ocurrencia: contraste, cnergia, entropia‘y segundos momentos angulares,

asi como ‘Relative Extrema Density” (RED)). Con dichos‘rg:‘s'_i;lltvados' 'se realizé un estudio

comparativo, en términos decl porcentaje de metafases ntérfaées ‘y. artefactos bien

clasificados por cada una'de las medidas de textura evalt

mtcrfases v a

corrcspondlentes a varios cxperlmcntos recalizados po el experto. El proceso dc toma de la
muestra 'y ﬁJacxon de la misma en la laminilla se llevo a’cabo con la mectodologia defmda

cn el Capitulo 1.
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El anadlisis de cada laminilla se llevd a cabo de manera interactiva entre el usuario y cl
sistema, lo cual permitié que tanto el recorrido de las laminillas, como la adquiqicién Yy

segmentacion de las imdgenes se hicieran auton’nat:camente de_lando umcamemc al usuano

la tarca de aeleccnonar vy clasificar las metatases

terfases de cada una de la< nna;,encs

adqunndas para conformar los conjuntos de prueb

El proceﬁo de adquxs:cnon ¥ sebmentac n de la:
en cl Caplt\ Io‘._. Una vez segrnentada la i

basado eﬁ el .area de los ob_]etos para ellmx a

xmag,cn Todos los ob_]etos con un ‘drea’ fi

clxmmados. AI y AM reprcscntan e ‘are

191

mtcrfasee

patrones repartidos en tres con_;untos dc prueba (331

artefactos).

La c.valuacxon de la caracterizacion.- de texlur'l de cada una de- las mcdldas comparadas
(MDWRE, 1EPR, contraste, energia, entropia, scg,undos momentos angularcs y RED), sc

realizé por medio de la siguiente férmula:

ve,, — FP .
desemperio = —t4——— 4.7)

Tor _Objetos
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donde ¥, representa el namero de objetos caracterizados correctamente en cada tipo de

textura (interfases + metafases + artefactos), denominados verdaderos positivos (VFP). FP
representa ¢l numero de objetos mal caracterizados en relacidon con todas las clases,

denominados falsos positivos. El valor del desemperio esta definido en el intervalo [-1,1] ¥

representa la relacion de los objetos bien reconocidos con respecto a los mal reconocidos.

‘e 8 s @
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Si todos los objetos son reconocidos correctamente, es decir, en la  clase que les
corresponde ¢ntonces, los falsos positivos serdn cero, ¢l namero de verdaderos positivos :
serd el total de objetos y por lo tanto el desempeiio serd 1. Por otra parte, si nin;,uno de los
objetos es reconocido corrcctamente cntonccs, cl numero de falsos posntlvos serd el total de

ub_,ctos, el valor, dc los verdaderos posxnvos totales sera; cero y por tanto cl d(.scxnpeno sera

- El dcsempcno norrt

lERP con relac:on a algunax mcdlda\

ntaje de de: t.mpeno de MD\VRE
tivos, ’FP los F al\ox NebaHVO\ totales y DN ¢l desempeiio

- normalizado :
T8 VP =% VP % :

S Sl erfases - Metafases Artefactos FpP - ,D(_f.\‘wnpeﬁ;) DN
MDWRE _ 87%  84% 77% 7% 065 - . 083
IEPR. -0 62% - 96% 89% 19% 062 . 0.81
Contraste ~ .~ 92%  96% 49% 22%- 056 0.78
RED. “73% 74% 52% 34% . 032 0.66
Encrgia .. . 93% . 32% . s53% - 39% 023 . - - 0.62
Momentos " 82% © 33% 0%~ 61% -0.21 . "~ 0.40
Entropia o -86% C 18% - . 6% . 61% -0.23 "0.39

El t_rm.,rlo para un :objcto fuc correctamente clasificado o no por una

(l«,tunnnqda . car: definié de la siguicnte mancra: (1) sc¢ obtuvicron las

64
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distribuciones de probabilidades de los valores (MDWRE. IEPR y las otras medidas de-
textura) obtenidos para los objetos cada una de las clases (metafases, interfascs'y artefactoé)
vy (2) se calculd la media y la desviacion estindar . de las dxstrlbucxonc,S' st el ob_]eto a

c‘xractcn/ar se encontraba dentro del intervalo de confanaa de la d|str|buc1on de una clasc‘

dt.termmada [p =+ 20]. entonces SIgmhcaba que; “ese. ob_,eto cra clas 1hcado por‘ la tcxtura

c.orchpondlente a dlcha clase.

Como se puede observar en’ la Tabl

Tabla 4 Matriz de confus Aone para los metodox Conlra\le. MD\,VRE e IEPR. Los valores resaltados indican

el porcentaje de artefactos que se clasifican como metafases (Falsos Positivos).

Contraste MDWRE IEPR
Metatas Interfas  Artefact Metafas Interfas  Artefact Metafas  Interfas  Artefact
Metatas  96% 0% 4% 4% 0% 16% 96%% 0% A%
Intertas 0% Q2% R% 7% B7% 6% 0% 62% 3R
Artefact 41%, 10% 49% 23% 1% 77% 6% 5% 89%,

FALLA DE ORIGEN




Capiwulo 4

4.6 Invariantes a rotacion, traslacién y escala para IEPR y MDWRE

Un punto |mportante dentro del proceso de clasnhcacnon de objetos en imagenes, es el
poder reconocerlos mdependlcntuncmc de eu pos;cxon ‘orientacién y tamafio. Asi, un
objeto descrito en términos de 2 caractensucas debe de ser reconocido siempre en la misma

categoria sin considerar como aparece (Figura 4.7)."

“

Figura 4.7. Invarianza de la medida IEPR: (a) rotaciones; (b) escalamiento

de su

El hecho de que un objeto sea clasificado de manera adecuada, mdepend'entcment

rotacion, tras]acnon o escalamiento, esta altamente relacwnado con la invarianza de las

camctcrmtxcaq que lo descrlben y con las cuale

de I‘IQ l(.Cl’llC(l< mas m]portdntcm quc sc x'nan ja

basadas ecn momentos centrales y las basadas n las transfonnadas |ntc.3,r'llcs (\VOOD
1996: KHOTANZAND ¢r «f, 1990). En el caso ‘de la invarianza a rotaciones. a];,undc
técenicas colocan de mancera inicial a los objetos en una posicion referencial (por cjemplo
buscando los cjes principales) y particndo de esa orientacion se obtienen los valores de las
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caracteristicas que describen a los mismos., asegurando con esto que las caracteristicas

siempre serdan evaluadas en la misma posicidon del objecto.

En el caso de IEPR y ‘MDWRE- ‘es’ unportante menc:onar que en tcrmmos gcnerales no son

wde MDWRE y de IEPR como

En ¢l mcjor de los casos sc tendri-96% y 89% de verdaderos positivos en metatases y
artefactos respectivamente. En el peor de los casos se tendria un 87% y 78% de verdaderos
positivos cn metafases y artefuactos respectivamente. Haciendo un analisis de los resultados
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podemo< observar que ‘én promedlo se tendra un 92.5% y 82.5% de verdaderos positivos,

es equnprobablc que una metafase o un artefacto caiga en cualquicra de

conmdcrando

las rotacxo_nes.

Metafases
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Figura 4.8, Variabilidad de [EPR con relacion al poreentaje de Verdaderos Positivos en: (1) metatases y b)
artelactos, en las 134 rotaciones propuestits,
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7]

Como una evaluacion de la variacion en el desempeiio de IEPR cn las 14 rotaciones, s
rcalizé también un analisis en términos de los verdaderos positivos y los falsos positivos
tanto de metafases como de artefactos en cada una de las rotaciones. La evaluacion del

desempefo deIEPR ‘se reali omo en VEGA-ALVARADO er al. (2002) y los

resultados se ‘muestran’cn la

‘Desempeﬁo de IEPR

(+-) 1 Desv. est..
de la media .
. __ (+-)2 Desv. est.

. de la media

" Desempefio

mantiene en [z,

las rotaciones’'q

imicnto, podemos decir que en el peor de los casos el desempeiio
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de 1EPR se vera alterado en un  14%, como se muestra en la Tabla 4.3. Por lo tanto,
considerando quc es equiprobable que una metafase caiga en cualquiera de las rotaciones

podemos decir que en promedio el desempefio de las medidas sera de un 93%.

Tabla 4.3. Desempeiio de IEPR en 14 orientaciones, considerando el mejor desempeiio como el 100%
Rotacion 180 90 270 45 60 135 Q 210 120 30 240 300 150 225
B [ OOR [ 006 [ 093 [ 093 [ 003 [ 0.92 ] 089 | O.88 | 0.87 | 0.87 | 0.87 | O.86 | 0O.86

desempeiio

Con rclacién al escalamiento, IEPR es invariante a cambios de escala. debido a que.no
importando qué tamaiio tengan los objetos, en cllos se mide la mediana de las dxterenc:as B

cntre el maximo y minimo de los niveles de gris entre los puntos extremos cn; una vec ndad

definida. El tamaiio de la vecindad se asigna con rclacnon al ob_;envo con el que se observan

sino la relacion que tlcncn sus componcntcs" S| ‘un’

posicion, mientras no cambxc la relacxon espacnal de sus componentes internos, no cambmra

la evaluacion de las caracteristicas.
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CAPITULO 5 Clasificacién de interfases y metafases
para el calculo del IM

S.1 Introduccién
Una ctapa importante para la evaluacién del calculo de indice Mitético es el proceso de
clasiticacion de las metafases ¢ interfases y la discriminacién de los artefactos. Una vez que

bjéios; c debc buscar un

se han seleccionado las caracteristicas que describen-a estos:

meétodo de clasifcacién que permita la discn‘minaci'c’mp re ses (metafases 1ntcrfases
¢ C oncn sean mas

do.de clasnf'cacnon que’

clasificadores p
(GRAHAM . y
ODAWARA’K

describe a cqnt

Dado el obfctO»O =(\' ©0). . X, (O)) dcscrxlo en términos de las n caractcrlstlcas. éste se

cldmhcnm c_omo metafase si y sOlo si :
SO z& G-D

donde ¢ es un umbral definido por el experto.
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GRAHAM J. y PYCOCK D., 1987; VROLIJK J, et al., 1994; MASCIOL. ¢t al., 1998
modifican la regla de clasificacion definida en la ec. (5.1), haciendo una pondcracién en las

variables, como se muestra en la ecuacién (5.2).

> (@) z&

aumcmo lo cual permite tener-una; me_;or resoluc:

estos métodos no.pueden ser utilizados para el rcconocnmlento de metafases e mtcrfase: :
para la cvaluacxon del calculo del indice mitdtico. Sm en'lbar&o ARAMBULA F. et al.,
7001 repormn ‘el uso de redes ncuronales para la clasificacion dc metafases ¢ intcrfases
ullh/dndo cn sus vectores de caracteristicas a la medida de textura MDWRE y la desviacion
c.standnr dc la misma. En ecste capitulo sc hace un analisis de los resultados de clasificacion

obtenidos con dichas redes, sc propone una medida de descmpeiio para la evaluacion de
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éstas. se evaltia como afectan los crrores de clasificacion al calculo del indice mitético
cuando se tiene una muestra con las proporciones reales de interfases y metafases y se hace
un cstudio compartivo del desempeiio de la mejor red con algunos buscadores automaticos

de metafases reportados en la literatura.

5.2 Clasificacion de interfases y metafases

En ARAMBULA F. er al.. 2001. se proponecn 17 rcdes co - di

lcxlum MDWRE dehmda cn cl Capitulo 4

5.2.1°A4 li(ih. ((él _rt.'hdflni(:ntn de las redes

Para'scleccionar ia red con mejor rendimiento,. se to es crrorc,s

de clasd‘cac:on, enfatizando aquéllos que resulta

NAas costosos Todosl s posxblhdad S
1995) g

Dado: que lcncmos tres clases definidas, se ucnc una matn? ‘de confusxon C dc 3x3 para

de crror se representaron en una matriz de confu 1ones (CASTLEMAN and WHITE

cada red. En la matriz dc confusiones la diagonal corrcspondc a. los’ objctos  bicn
clasificados, mientras que los clementos restantes de la matriz corresponden a los diterentes
crrores de clasificacion (Figura 5.1a). asi por ¢jemplo, en ¢l primer rengléon de 1a matriz
tendremos ¢l porcentaje de metatases clasificadas correctamente como metafase (A como
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.-

M)?4. el porcentaje de metafases clasificadas erréoneamente como interfases (M como 1)%%
¢l porcentaje de metafases clasiticadas erréneamente como artefactos (M conro A)%%4. Por
otra parte, se consideran también los porcentajes de objetos no:clasificados por cada clase

(NC), es decir, aquellos ob_)etos que la red no pudo clasnt'car en nmE,una de las tres chseﬁ

definidas (Fu,ura ) lb) t

i . K, : S . K, - - : r. tnl/l:.udus
Ky (M como M)% (M como )% (M como )% | . Ky | M%.

C= k'I_\’/"' VK c()nl() M)/u (_I"c"omaul)%‘ S '([;'bmo}‘i)% D NC="_ K R I‘/
K, (A (_()I":() A/I)% (A como I)% N | cémo_A)% s K,, sl A”o :

dondc y; es ¢l peso (costo de error) de la clase K, |I\’,| es cl cardinal de la clase K, cs dcecir,
¢l namero de objetos asignados a cada clase (interfases, mectafases, artefactos), Ci; ¢s la
matriz de contusiones y NC; es ¢l porcentaje de objetos no clasiticados en cada clase.
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La mejor red sera aquélla que maximice el valor de RRN. Una red perfecta evaluada en
términos de la ecuacion 5.3 tendria un valor de | (100% de eficiencia), mientras que una

red totalmente imperfecta tendria un rendimiento de —1 (0% de eficiencia).

Ti;)icaﬁ'nenft_:,V:e'l_:'_v,a‘l,qx:'d : | "és"t»"le réel 2%y S%delos 2QOOobJetos contados (metafases

ueron clasnt‘cados o fueron blen clasxf‘cados sin embargo, si cs

'No clasthados
~10-9-3- ';IO-!S 3

Entréda/

Salida 10-9-3 10 - 15. 10-9-3 3
N 0OT8 0918 0 . 0.054 0037 0.037  0.053
I o o 0.939 0.046  0.030 0.036  0.031
A 0.029  0.029 0.034 0.894  0.848 0.051  0.088
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5.3 Evaluaciéon del impacto de los errores de clasificacion en el calculo del indice

mitotico

En esta scccion se presenta el analisis de como pueden afectar los errores de clasificacién al

cidlculo del IM cuando se tiene una muestra con las propormoncs reales de interfases y

metafases. Si se cuentan 2000 ob_)etos (metafas 1

La principal dnf'cultad para la automat:zacnon

probablhdad de cncontra metafas

do en Ia precision

6n 'del IM (IM = 3.5%).

“Tamado No clasificados

Entrada/ M . w5 ¥ A
Salida . ‘mu’gstm I
. M3
10-9-3 I(); 15 10-9-3 10-15-3 10-9-3 10-15-3 o . 10-9-3 10-15-3
3

M 62 62 0 0 4 2 (33 2 E}

i %] 3] 1774 1814 89 59 1032 [ 509

A 145 135 124 165 43K} 4150 <900 248 434

Tt 207 207 IROR w749 4476 3217 6900 R qu7
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La Tabla 5.3 muestra la estimacion de los crrores del IM para las dos redes con mejor

rendimiento. Dado el alto porcentaje de crror cn ¢l calculo automaitico decl IM (Tabla. 5.3),

se propone que el expcrto reallcc una’ mtcrvencnon con el sistema. Como se pucde obserV'\r

3. respectivamente) del riesgo de ser mal clasificados.

Tabla 5.3. Comparacion del error en el cilculo del IM automatizado’y s

10-9-3 y 10-15-3

% de error del calculo = % dc error del calculo

Red del IM automatico ) de lM seml -automatico
10-9-3 +210.12 7 P Lea7
10-15-3 +197.46 S -10.29

5.4 Estudio comparativo con otros sistemas buscadores de metafascs.

La Tabla 5.4 compara los resultados de la clasificacion obtenidos por algunos buscadores

de metatases reportados en la literatura, con los de la red neuronal propucsta, asi como con
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las medidas MDWRE e IEPR. La comparacién se realizé en términos de los verdaderos
positivos y falsos positivos encontrados. Los buscadores de metafases marcados.con-un .. -
simbolo, Slbnlﬁcd que se utilizé un sistema comcrcml (*) Ma[,lscan 2, (§) Genetiscanner, -

(1) Metafer 2. (¢) Cytoscan 1 10 y (&) Cytog,en.

EPR buscan metaf'\ses co

S mencnon'ldas la cahdad de ]as metafa [

ME' NYK J 1976 OOSTERLINCK

rac; en mnento entrc I s stcmas; buscadores —dc m lataqcs ,requlta
<,omphc da( UND TEEN C y MARTIN (o X 1989 LUNDSTEEN C'y PHlLlPJ .1989).

ya qué. s¢ rcquu.ren tomar en consnderacnon dllerunc<; aspectos relacionados con 1) ¢l tipo

‘lulas quc sc¢ analiza, 2) cl experimento en especifico que se quicra realizar y las

LOI\dlLIOI]LS (_n que fueron preparadas las mucestras.
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Tabla 5.4. Comparacion del rendimicnto en la identificacion automdtica de metatases. Uso de buscadores de

metafases comerciales: (*) Magiscan 2. (§) Genetiscanner, (t) Metater 2. (¢) Cytoscan 110 y (&) Cytogen.

% de verdaderos % dc falsos
Buscadores de metafases positivos reconocidos positivos

Jonson E. and Goforrth L. 1974 . . No reportado 15-20%
Graham J and Pycock D. 1987 * - 60% " 3%
Células de la sangre.
Graham J and Pycock D. 1987 * 71% . 30%
Células de liquido amnidtico. )
Castleman, 1992 § 80% ‘ 20%
Weber ¢r al., 1992 ¢ : No reportado 3%
Garza Jinich et'al. 1992 . 78% ’ . “No reportado
Vrolijk er «l. 1994 (Fluorescencia) ‘ » : 87.3% 7.4%
Piper et al. 1'994 (Fluorescencia) - "80% . ' 9.3%
Mclean and Jonson, 1995 ) ) 74% 6%
Mascio er al. 1998 (Fluorescencia) ¢ 84% 10%
MDWRE (Corkidi ¢r al. 1998) ; 84% No reportado
pr L. er al. 2001 (Fluorescencia) - & 82% S 14%
Red Neuronal (Ardmbula ef al, 2001) 91.8% 2.9%
IEPR (Vega-Alvarado or al. 2002) S 96% L 5%

Con: relacién al ; .primer . problema, SCHOEVAERT-BROSSAULT D. :' :
GRAHAM J y PYCOCK D, 1987, mencionan que tanto'la cahdad como’ la dcnmdad de”

mctafaﬁc.q cn’ un cxpcnmcnto puedcn variar en termmo/ del tlpo dc células: quc sc quicra

.mdh/dr (sang,n., mcdula osea, liquido amnidtico, canccr de pro%t'\ta cte). En el caso de las
u_lula.s de medula ésea o de cancer de préstata, éstas no son tan abundantes cn comparacion

conlas ‘de la sangre y tampoco ticnen la misma calidad ya quce s¢ encuentran mas
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compactas, lo que puede provocar que aun cuando se utilice un mismo sistema para su
busqueda, el rendimiento sea. diferente. Tal es ¢l caso del experimento reportado por

GRAHAM J and PYCOCK D, 1987v en:'cl cual se utilizé un sistema comercial tanto para la

busqueda de células del llquxdo amn‘ ‘tico como para células de la sangre. Como sc pucde

observar en la Tabla 5.5, el po cnt:ue “tanto de verdaderos positivo como dc falsos

positivos varia, sobre todo en’el 'caso de los falsos positivos.

En el se&.undo problem se’c ‘nSIdcra que tanto la deénsidad de celulaq como la cahdad de

nar a la mctafa

interfases también

Con relacion.allE R su desunpcno fue mejor que ¢l de la red m.uronal cn rclacnon con, los>

w..rdadcros posmvos. cl porcentaje de falsos positivos fue rclauvamcnlc mayor. Pon otra
parte. 11'1y quc recordar del Capitulo 4 que IEPR mostré un bajo desempeiio cen ¢l

rc.t.uno:.mnc.nto de interfases, las cuales no fucron consideradas en ninguna de las
S0
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metodologias que se muestran en la Tabla 5.5, a excepcion de la red neuronal. En este
sentido podemos pensar que IEPR, en conjunto con una red ncuronal, puede mejorar el
porcentaje de reconocimiento metatases ¢ interfases y por lo tanto la evaluacion del IM, y

que ademdds resulta ser un muy buen parametro para el reconocimiento de metafases en

presencia de artefactos.
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CONCLUSIONES

En el prcqcntc trabajo se propone fundamenta y vcnﬁca cxpenmentalmente una

Mitético. Para-el desarro’

Dc la: revision de los trabajos referentes al analisis ‘de textura, sc llegd a las siguicentes

conclusiones en rclacion con su aplicacion para la caracterizaciéon de las metafases. a) La

baja resolucion (50x50 pixcles, en promedio) y la forma variable de las mectatases son
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restricciones importantes que hacen que los métodos de multi-resoluciéon (JEACOCKE et
al. 1994), no sean aplicables. b) Un problema similar ocurrc con otras técnicas basadaq cn 3

la distribucion y dependencm espacial de los niveles. de: gris, para la dlscnmmacmn dc

texturas, las cuales requlcrcn ya sea una alta rcsolucxon o una bucna def'mclon

La garacteruacxon de las metatases por medlo dc ‘Su’texturaifue propuesta .dado que en la'

practlca las’ propledades que el cxperto conSIdera

las metahscs. dado quc c.sla se G ractcrxza P

la lmag,en ya q

de todos os c\

distribucién: espacml homo;, nea“de los®
cn comparacnon con. los artctactoq los cu‘llcs usualm(.ntc txcncn un contmstc ba_|o y una
dlstrlbuclon hct(.robcnea de sus picos (extremos). Como las interfases ticnen una supertficic
lisa (dommdntc.mcntc plana y obscura, lo que implica una minima cantidad dc poros

(extremos)), su valor de MDWRE cs ¢l valor mas pequeiio comparado con las metafases y
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los artetactos. El valor promedio de MDWRE,t‘iieyne’

‘/‘SVI‘.l,ltadOS diferentes para las mectafases,

las interfases y los artetactos.

En ¢l caso de 1a medlda IEPR (VEGA ALVARADO E _er a[., _OO”), ésta sc definié sobre

la basc dc la textura entre Ios‘c

obscuras. lEPR es un"

rat “se conc]uye que aun cuando ‘IEPR tuvo’ una’ mejor
caractcrizaciéﬁ" de : de las metafases en comparac:on con 'MDWRE, la
caracterizaci ’ . mlerf’xscs fuec muy baja. MDWRE ¢ IEPR resultaron ser medidas
con'lplcn‘lcnlzi;mS. ya. quc algunas mectafases s6lo fueron caracterizadas por una de las dos
medidas. Este’ h(,cho resulta importante debido a que la cantidad de metafasces que sc

R4
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presentan en una muestra ¢s muy pequefia en comparacion de las interfases, por lo tanto, s¢

requicre localizar el mayor nimero de metafases en aras de tener un M confiable.

Dentro de las caracteristicas que sc¢ consideran para definir si una medida determinada es
robusta o no, se encuentran la invarianza a rotaciones, traslaciones y escalamiento. Tanto

MDWRE' como . IEPR son mvanantc.s a traslacmnes y escalam nto 'y cstnctamcnlc

hablando no lo son a rotacnones En el Capltulo 4 se denxostr de manera cxperlmental por

buscadores automatlcos de mctafases reportados prevmmentc

Como se sabe, Ia principal dificultad para la completa automauzac:on de M, tienc que ver
obab lldad dc.

esencialimente . con la baJa probabilidad  de: cncontrar metafases y: la

encontrar artctactoq Eneste. scntxdo, se. propone un sistema sc.mmutomahzado pard cl

calculo del lM en el cual dc;puca dcl analmls automatico de las muestras de las lamlmll'\s

se dcspllq,ue al usuarno todos los objetos clasificados como metafases, de tal manera que ¢l

scleccione sélo.la ctatasc_s verdaderas. Con estas metafases y las interfases reconocidas

por ol sistema’sé cvaluaria el IM. Sc considera que ¢l proceso de seleccion de las metatasces
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le tome al usuario s6lo un par de minutos. que en comparacion con las 40 hrs. que sc

invierten en ¢l conteco manual, resulta minimo.

Aun cuando es complicado hacer una comparacion objetiva entre los desempeiios de los
buscadores de metafases reportados, vale la pena enfatizar que tanto las medidas de textura
propuestas, como la red ncuronal, obtuvieron excelentes desempeiios en comparacion con,
los buscadores de metafases reportadoe en la literatura, sobre todo considerando quc las
metdtaqes para el IM son pocas y que las caracteristicas que éstas presentan hacen que su
reconocimiento sea mas complejo que el de las metafases buscadas para estudlos de

aberraciones cromosémicas.

Podcmos decir que la ‘metodologia propuesta en conjuncién con el método de adquisicidén
de |mag,cne< y ¢l sistema de proccsamlento, tiene el potencial de ser un qnstcma susceptible
a utilizarse como un identificador. automatlco de mctafases en un laboratono rez,ular y un

sistema semiautomdtico para el cdlculo dcl IM en imagenes a baja magn'hcac‘xvon (10x).

PERSPECTIVAS A FUTURO

,x__,(.ncrallzar la metc

condiciones de la’ muestra no.son’ tan advcrsas en termmos del ntimero de artct.xctoq y

metafascs.
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Otra meta es la busqueda de mecanismos que permitan climinar la cantidad de artefactos
que  se . presentan. en la imagenes. Se sugiere que ¢l cxperto utilice otras formas de

preparacion ‘de la muestra, como cambio de tincidn o uso de cubre objetos.

Se pr P, nc cl desarrollo de un mstcma completo para la busqucda de metatases "y el andlisis

Una’ ultlma lmea de traba_]o a futuro es la‘generahzacmn ¢ las medidas. dé “textura

'jtros‘px_" blemas de aplic cion.

desarrolladas probando en patrones smtetlcos y en
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Apéndices

APENDICES

A.l1 Especcificaciones decl equipo utilizado

Hardwarce

Microscopio 6ptico Olympus BH2 con objetivo x10

Platinas Motorizadas para ocho laminillas
Controlador MultiControl 2000 manutm.turado por MARZHAUSER Gmb Wetzlar

Caracteristicas:

b0 00U

=

=

==

Soporta ¢l mancjo de dos'o ;tl"cé" j

Posec una rcsolucib’ﬁ ‘de 0 ,000 pasko‘s/revoblucxovn

Una velocidad maxxma de 25 revoluciones/seg

Velocidad mamma delJoystlck &) rcvo]ucxéncs/seg.

Ajuste dinamico de corrlen(e para los dllerent(.s motort.b de pasos.

Interfaz f‘s:ca RS'732 '

Enlace de transputer

SCSI opc:onal

Sistema dc coordenadas probramablc_ e

'Vc]ocxdad v aceleracnon pro;,ramable

Memoria no volaul para los paramctros

Camara de vidéo CCD blanco y. nebro COHU 48000 E

Tarjeta de adqunslcnon Flashpomt ‘128 m'lnutacturada por lntc;,ral Tt.chnolog,lcs Inc..

Computadora con:

=

=

Procesador Intel pcntium‘lll de 750 MHz

4 ] T
128 Mb de memoria del sistema total TE'}IS CUP\'

FALLA DE ORIGEN

USA
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Software

Image-Pro 4.5, desarrollado por Media Cybernctics, USA.
Compilador de Borland C

Microsott Excel para Windos 98

Visual Basic

Lenguaje interfaz VENUS-1 para ‘la programacion del controlador

A.2 Método “Between Class ado para’la segmentacién .

y Co={k+1. k+2, .". ., L}. El nimero ‘dé';s cle
total de pixeles esta expresado por N' '

niveles de gris y se conﬁldcra como una i

respectivamente estin dados por:

(t)“—P(C“) Zp’ >4U(A) L @, (CI)_ ZP,—I—(U(/\)
- "I . IBAOI‘ "
T Lipy (k) L ipil gy = (k)
2, = 1. C,) = RLASBPand W A% = P cy=>> L=
Ay ;l ,(l/ o) ;HJ., (k) A4, ,Z.:ll (l/ ) ,Z:ﬂﬁ), —I—(u(k)
101
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dondec:

A A
w(k) = Z piat(k) = Zip,
=1

i=

son los momentos acumulativos de orden cero y primer orden del histograma hasta ¢l nivel
k.
I
sy = (L) =2 ip,
DT i=l .
¢s la media totnl de 1ai lmag,cn orlynal
a’oﬁnf*"‘):.ul = HMrs - Mo+t =1

Las vananzas estan dadas por' )

Z(l—/l )2 p,/w, .

I-L «I

donde:

miximo o} 'sc; séleccion:

a(h) y }.L(k):"

= [;17.(‘0(/;')4.—";1(;’()]2
(u(k)[l — {u(k)]

Ny =ociky/ o}, oi(k)

v ¢l valor de umbral optimo scra: rr,“,(/c') = max o';’,(/c) .
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A.3 Pscudocddigo para el cilculo de MDWRE ¢ IEPR

LEvaluacién de MDWRE
Dada una imagen de uxm pixcles.

For i« 1 to i<=m
J—1
While j<n
While j<n and (arr{/]{[/]>=fondo or arv[/][/]<=arr[/][/+1])
Je—jr1
if j<n
se—1
While j<n and arr[/][/+1 ]<fondo
if -arr[i]|j)=arr[i][j+ 1]
if (v<>0)
inibajae—j

SW hile j<n and arr[/][/]>arr[i][/+1] and arr[/][/+1 ]<londn :

Je—=i+1
if j<n and arr{i][j+ /]<fondo
it arr[/1{/] = arc[i]l/+1]
conr«—0
inicioplanicie<«—j

while j/<n and arr[/][/] = arr{7])[j+1] and arr[:][/+ 1 ]<fondo

J—j+1
conte—conr+1
if j<n and arr[i][/+ 1 |<tfondo
if arr[7][/]<arr[/][j+1]

hoyvoe—iniciplanicict+cont/2

S— -1
clse
~¢—0
clse R
hovo—j
Se— -1

Else

While j<n and arr[l][/]<arr[1][1+l] and arr[l][/+l]<londo

Je—r+1 .
lf/<n and arr[/][/ +1]<fondo

‘distancia<~(arr(ilinibeaja)- arr[l][h()\u])+( arr[l][/] drr[l][/u)w;]))/" ’

2 if distancia>=profundidad . :

guardar coordenada (fove, i)
sl )
if &= -1

distancia«— ((arrfillinibajal- arc[i][1ove )y + areli][F]- nrr[:“/un ‘0)N/2

if distancia>=protundidad
guardar coordenada (have, @)
if j<n
Jeitt
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Evaluacion de IEPR
Dado un conjunto de s extremos

cornr<—0
Almax<«—0
Almrine—255
For i<-1 1o i<=s-1
Leer del archivo el registro 7 y asignarlo a.x,, v,
For j«i+1 to_j<=s and
Leer del archivo el registro / y asignarlo a v, vs
If lv-x/[<=3 and [y»>v, <=3
Obtener mavx y min del perfil que se forma entre los pumo~ () Y (vays)
If max > Mmax
Amave—max
If min < Mmin
Mmine—min
we(max-min) mod 256
arr[iv]e—arr{w]+1
cont<«—cont+1
St
fe—i+1
FFor med<—1 to (arr[med-1]<=con:/2)
arr{med}e—arr[med]+arr[med-1]

mede—med+1 . e e e e
posce—med-2 ) ] Ef iS \ n
atixe—arr[med-1}-arr[posc] ’ Rihkd -
mediana<—posct((cont/2)-arr[posc)Yaux : { _’ﬁhLA DE [\ leN
TEPR«—mediana/(MNS-Mniax-Mrin) . . d d

A.3 Articulos internacionales derivados del (rabajd dé‘tési‘s )

CORKIDI G., VEGA L., MARQUEZ 1J. (1998)
chromosome spreads and nuclcx for:aut
Biol. Eng. Compur 36: 679- 685 A

ARAMBULA F., VEGA L., HERRERA BE! RA R TO MELENDE7 R..,,
CORKIDI G (2001): "Automatlc 1dcnuhcauo of. nctaphasc sprcads dnd»gnuculgl i
using neural nclwork< Mcd Biol. an. Compur.:39 39]-396 e T o '

VEGA-ALVARADO. L., MARQUEZ J.. CORKIDI G. (2002):‘ "lhicr‘—chrmnbsnmc

Rou&,hness feature of mctaphase

d c‘ 11 prohferatlon analys:s . Med

texture as a featurc tor automatic identification of” metaphase spreads’. AMed. and

Biol. Engince. Compur. 40(4): 479-484,
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