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Capitulo 1

Microscopia

1.1. Definiciéon

La microscopia es la técnica éptica que se utiliza para magnificar detalles
de objetos o especimenes que no es posible detectar a simple vista. Esta
técnica se vale del uso del microscopio, un instrumento 6ptico formado por un
sistema de lentes que permiten la ampliacién de la imagen para la observacion
de elementos muy pequenos.

El microscopio debe lograr lo siguiente: producir una imagen magnificada
del especimen que separe los detalles en la imagen, y hacer dichos detalles
visibles al ojo humano o a la camara fotografica. Desde su invencién, el

microscopio ha sido una herramienta valiosa en el desarrollo cientifico [1].

1.2. Breve historia

Los primeros intentos por observar en detalle las estructuras de objetos
y organismos pequenios corresponden a las experencias obtenidas en las pri-
meras décadas del siglo XVII. En el afio de 1608 el holandés Zacarias Jansen
logré construir por primera vez un microscopio con dos lentes convergentes
(aquellos que son més gruesos por el centro que por sus bordes), obteniendo
de esta forna el primer microscopio de tipo compuesto [2].

En anos posteriores a la invencién de Janssen hubo un ntimero considera-
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ble de naturalistas y fabricantes de lentes europeos que continuaron perfec-
cionando los mecanismos del microscopio de tipo compuesto. Naturalistas,
botanicos y anatomistas fueron capaces de realizar descubrimientos impor-
tantes en aquella época. Por ejemplo, el naturalista holandés Jan Swam-
merman hizo observaciones en insectos, detallando las diferentes fases de su
vida: huevecillos, larvas y crisilidas, asi como el estudio de sangre humana
siendo el primero en observar y detallar los glébulos rojos o eritrocitos con
microscopios construidos por él mismo. El botanico inglés Nehemiah Grew
estudi6 los érganos de reproducciéon de las plantas y descubri6 los granos de
polen [3].

Hacia 1665, el inglés Robert Hooke utilizé un microscopio compuesto para
estudiar cortes de corcho y describié los pequenios poros en forma de caja a lo
que €l llamo6 “células”. Nueve anos después, en 1674, otro holandés, Anton von
Leeuwenhoek, utilizando microscopios simples de fabricacién propia realizd
las primeras observaciones de protozoarios, y en 1683 lo mismo con bacterias.
Se dedicaba a pulir lentes para fabricar sus propios microscopios que cuando
mucho, alcanzarian los 300 aumentos [2].

En las décadas siguientes, el microscopio sufrié diversos adelantos meca-
nicos que mejoraron su estabilidad y facilidad de uso. Sin embargo, pese a
los descubrimientos logrados hasta entonces, muchos de los lentes utilizados
en aquellos primeros microscopios seguian conteniendo varias imperfeccio-
nes, con superficies irregulares y fallas de alineacién entre ellos. Este tipo de
imperfecciones son conocidas como aberraciones crométicas y esféricas, que
se manifiestan cuando los rayos de luz que emanan de una sola fuente no
convergen en un solo foco al momento de transmitirse por el sistema de len-
tes. Las aberraciones no se deben a efectos de construccién, sino que son una
consecuencia de las leyes de la refraccion-reflexiéon de la luz. En la aberracion
esférica los rayos de luz que inciden sobre el eje 6ptico son desviados a un
foco diferente, tanto como para los rayos que son paraxiales como para los
que van alejados del eje de la lente. La aberracién esférica disminuye con el
uso de un Diafragma, un disco opaco centrado en el eje con un orificio central
que elimina los rayos no paraxiales. La aberracién cromética, por otro lado,

se debe principalmente a que los distintos colores de la luz tienen distintas



CAPITULO 1. MICROSCOPIA 8

velocidades dentro del material de las lentes y por lo tanto distinto indice de
refraccion. Cada color tiene un foco distinto y experimenta una desviacion
distinta. Esto hace que la imagen no se forme en un tnico punto y aparezca
una distorsiéon en los colores que refleja la muestra.

Los cambios en la construccién de microscopios permanecieron lentos
hasta las primeras décadas del siglo XIX. El éptico inglés Joseph Jackson
Lister logr6 desarrollar un microscopio acroméatico hacia el ano 1820 utilizan-
do lentes convexos, lo que di6 empuje hacia el desarrollo final del microscopio
6ptico moderno [3].

Durante los siglos XVIII y XIX se llevaron a cabo mejoras importantes
en la calidad éptica y mecanica de los microscopios compuestos. El desarrollo
de los microscopios modernos, durante los siglos XX y XXI se ha avocado
de forma importante a la mejoria de la correcciéon de algunos fenémenos de
aberraciéon 6ptica.

Paralelamente a la evolucién del microsocpio 6ptico moderno, se desa-
rrollaron otras técnicas de microscopia particulares que han contribuido al
estudio de diferentes tipos de muestras. Algunas de éstas técnicas son la mi-
croscopia de contraste de fases, de optica Nomarski u Optica de Contraste
Interdiferencial (DIC, por sus siglas en inglés) y epifluorescente. Sin embargo,
a pesar de estas nuevas formas de microscopia, los microscopios modernos
atn se encuentran limitados por la resolucién, que se define como la capa-
cidad de un instrumento 6ptico de diferenciar dos puntos en el espacio, que
depende de la entrada de luz que pasa por el objetivo, esto es, la Apertura
Nuamerica (AN), como se explicaré a detalle mas adelante en este capitulo.

La medicina y la biologfa son algunas de las muchas disciplinas que se
han apoyado de manera intensa en la microscopia éptica. En un inicio, la
microscopia Optica fue de gran utilidad para ayudar a resolver problemas
relacionados con la morfologia de especimenes y aunque se continta usando
para ese fin, los alcances de los microscopios modernos permiten abordar
eventos tan particulares, como la interaccién entre moléculas. Mas recien-
temente, la microscopia ha experimentado un crecimiento importante como
herramienta en las ciencias fisicas y de materiales debido a la necesidad de

analizar detalladamente las caracteristicas de superficies en general. Sin em-
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bargo, el empleo que se le continia dando a ésta técnica en el area de la
biologia ha incrementado de forma importante.

La microscopia por si misma representa una técnica fundamental para el
estudio de especies bioldgicas. Sin embargo, esta técnica, en conjunto con la
adquisicion digital de imagenes permite no solo documentar las observacio-
nes, sino realizar analisis a posteriori de las muestras evaluadas. Alrededor de
los anios 20’s, la tinica opcion de documentar fotograficamente las muestras
observadas al microscopio era empleando cdmaras mecanicas. Con el desarro-
llo de la fotografia digital y de las ciencias computacionales hacia finales del
siglo XX, el alcance del anélisis de imégenes obtenidas por microscopia se ha
visto ampliamente favorecido. En la actualidad existen muchas aplicaciones
de software que permiten el procesamiento digital de imagenes y que estan
basados en algoritmos bien conocidos por la comunidad que trabaja en ello,

o bien basados en variantes o técnicas nuevas que estan poco documentadas.

1.3. Microscopia Optica

La microscopia éptica se refiere a la inspecciéon de una muestra basada en
los principios de transmision, absorcién, difraccion y refraccion de las ondas
de luz. La luz es la radiacién electromagnética resultante de la oscilacién de
campos eléctricos y magnéticos. Las ondas electromagnéticas estdn compues-
tas por fotones y dependiendo de la longitud de onda, las hay de diversos
tipos dentro del espectro electromagnético desde las ondas de radio largas,
pasando por ondas medias y cortas, rayos infrarrojos, luz visible, rayos ultra-
violeta, rayos X y rayos gamma. El espectro visible, como se ve en un arco
iris, es s6lo una pequefia parte de todo el espectro electromagnético, con un
rango de 390 nm - 760 nm [4]. De esta manera, la luz visible puede conside-
rarse como una entidad que tiene comportamiento de onda y que consta de
particulas llamadas fotones.

En un microscopio éptico los objetos se magnifican a través de lentes
convexos o coéncavos que desvian los rayos de luz por difraccién, esto es, una
alteraciéon en la ruta de la luz al pasar del medio de aire por el cristal del

lente. Se basa en el proceso fisico que determina la formacién de la imagen
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final como consecuencia de la alteraciéon fisica de la luz que incide sobre la
muestra. Existen diferentes tipos de microscopios opticos generales, y los fac-
tores que diferencian a cada uno de ellos varian desde el tipo de luz utilizado
para iluminar a los especimenes de interés hasta el tipo o tipos de procesos

analiticos aplicados a la formacién de la imagen final.

1.3.1. Anatomia del Microscopio

En la figura 1.1 se muestran los componentes bésicos del microscopio
6ptico. Las partes que conllevan la formacién de la imégen desde la fuente
de luz hasta su visualizacién final, incluyen una ldmpara para iluminar el
especimen; el ocular, que es el lente que se antepone al ojo de los observadores
para ampliar la imagen final; el objetivo, que es un conjunto de lentes que
reciben los rayos de luz procedentes del objeto o especimen a observar y
cuya funcion es la de modificar su direccién hasta formar la imagen en un
plano focal, normalmente se encuentran montados en un dispositivo giratorio
llamado revélver que rota para permitir utilizar uno u otro; la platina que
es una pequena plataforma donde se colocan las muestras a observar y que
contiene un pequeio orificio por el cual pasa la luz proveniente de la lampara
de la fuente; el diafragma, un dispositivo que regula la entrada de luz hacia
el condensador, un lente que concentra los rayos provenientes de la fuente

hacia la preparacién.

1.3.2. Formacién de la imagen

La formacién de la imagen en un microscopio requiere de las diferentes
lentes que lo componen. El primer lente por la que pasa la luz proveniente
de la fuente de luz, después de atravesar la muestra, es el objetivo. Este
es un lente convergente que al introducir ciertas demoras en el camino de
la luz (mayor demora en el centro que en los bordes) “invierte” la forma
de la onda proveniente de una zona puntual de la muestra. La luz sigue
su camino pasando posteriormente por el punto focal del objetivo donde se
forma la imagen invertida que se observa a través de los oculares, quienes

actian como magnificadores y aumentan el tamano de la imagen que cre6 el
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acular

Figura 1.1: Componentes basicos del microscopio éptico compuesto.
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Figura 1.2: Formacién de la imégen en un microscopio 6ptico.

objetivo. Dada la interferencia constructiva que se genera por las ondas de
luz, la imagen que se produce en los oculares, se aprecia con mayor intensidad
en el punto de foco y con menor intensidad hacia la periferia, lo que produce
un efecto de distorsion y de baja resolucion espacial. Esta es la imagen que se
puede adquirir cuando hay una camara adaptada a la torreta del microscopio
que permite el paso de la luz a los objetivos (o0 a la cAmara cuando el camino
de la luz se desvia hacia ella). En la figura 1.2 se observa el proceso de la

formacién de la imagen en un microscopio éptico moderno.

1.3.3. Aplicaciones de la Microscopia Optica

Los principales usos de la microscopia 6ptica incluyen la examinacién de
pequenas piezas de material y preparaciones bioldgicas. En muchos casos,
el objetivo de emplear esta técnica es definir elementos no visibles al ojo
humano y ello se logra a partir de diferentes modalidades: asi, por ejemplo,
mediante la Microscopia de Campo Obscuro se pueden observar detalles de
especimenes vivos sin necesidad de tefirlos |2]. La Microscopia de Contraste
de Fases, a diferencia de un Microcopio de Campo Claro, donde para poder
observar una célula o tejido convencional se necesita fijarla y hacerle una
tincion, ésta permite realizar estudios de células vivas, aprovechando el re-

traso que se produce en las ondas de luz al atravesar objetos de distintos
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indices de refraccién en las distintas partes de una célula y en distintas par-
tes de una muestra de tejido. La Microscopia DIC o Nomarski, emplea filtros
polarizantes y prismas para producir imégenes tridimensionales, por los que
atraviesan dos rayos de luz que al polarizarse e inicidir sobre la muestra
hacen que ésta proyecte sombras hacia los lados, dando como consecuencia
que se provea contraste en especimenes vivos transparentes, evitando de esta
manera procesos de tinciéon o de preparaciéon de muestras. La Microscopia
de Flourescencia, incluyendo la Microscopia Confocal, es también una forma
de microscopia éptica, sin embargo, dado que el desarrollo experimental de
la presente tesis se basa en imagenes obtenidas por microscopia de floures-

cencia, la técnica se describir4d ampliamente en una seccién siguiente.

1.3.4. Ventajas y Limitaciones

La limitacion bésica de la microscopfa 6ptica no es una cuestion de au-
mentos, sino de poder de resolucién, que es la capacidad de distincién entre
dos puntos como adyacentes y separados. Naturalmente, cuanta mas resolu-
cién contenga una imagen, mas detalles podran observarse, y por el contrario,
una imagen con poca resolucién se vera borrosa, y un mayor aumento solo
hara que sea més grande, pero igual de borrosa. La resolucién de una imagen
estd limitada por la difraccién. La distancia mas pequena d entre dos puntos

a partir de la teoria de difraccion esta dada por el Criterio de Abbe-Rayleigh

[5]:

d =122 x

S AN (1.1)

donde AN= n X sin g, es llamada la Apertura Numérica del Objetivo del
microscopio, n es el indice de refraccién del medio entre el Objetivo y el
objeto en cuestién, [ es la longitud de onda de iluminacién, y a es la mitad
del maximo angulo bajo el cual el Objetivo colecta la luz desde el objeto [5].

Los avances posteriores en la construccién de microscopios se han basado

en el perfeccionamiento de la 6ptica y la iluminacién, sin modificarse en su



CAPITULO 1. MICROSCOPIA 14

esencia los principios basicos de operaciéon de este instrumento. Desafortuna-
damente, la observaciéon de preparaciones gruesas esta limitada ya que tanto
la reflexién, como la transmisién de luz no ocurre de manera unifrome. Las
areas fuera del plano focal degradan la imagen haciéndola borrosa, dismi-
nuyendo la resolucién, dificultando asi la observacién de las estructuras que
componen la muestra. Para contrarrestar parte de las limitantes en la obser-
vacién de muestras gruesas, se han desarrollado microscopios confocales que
hacen uso de la técnica de la microscopia de fluorescencia y que permiten
concentrar la luz en un plano focal de hasta 600 nm en el eje z. Sin embargo,
también se han desarrollado algoritmos matemaéticos que permiten eliminar
la senal de luz que se encuentra fuera del plano focal, optimizando asi las
posibilidades de analizar una imagen. En la siguiente seccién se detallara la
técnica de microscopia de fluorescencia y una de sus principales aplicaciones,
que es la evaluacion de muestras procesadas inmunohistoquimicamente. Esta
técnica de inmunohistoquimica consiste en acoplar fluoréforos a moléculas
tales como proteinas y enzimas y a partir de dicho acoplamiento, detectar
las moléculas de interés. Posteriormente, se abordara el proceso de deconvo-
lucién como una herramienta empleada en la microscopia para eliminar la
luz proveniente de planos focales diferentes al plano de interés en muestras

procesadas inmunohistoquimicamente.

1.4. Microscopia de Fluorescencia

La generacién de luminiscencia a través de la excitaciéon de una molé-
cula por fotones de luz ultravioleta o luz visible es un fenémeno llamado
fotoluminiscencia, la cual se divide en dos categorias, fluorescencia y fosfo-
rescencia, dependiendo de la configuracién electrénica del estado excitado y
la trayectoria de las emisiones [6]. Fluorescencia es la propiedad de algunos
adtomos y moléculas de absorber luz en una longitud de onda particular y
subsecuentemente de emitir luz a una longitud de onda més larga después
de un breve intervalo, llamado tiempo de vida de la fluorescencia. El proceso
de fosforescencia ocurre de una manera similar a la fluorescencia, pero con

un mucho mayor tiempo de vida de exitacion [6]. En la figura 1.3 se observa
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Figura 1.3: Estados de excitaciéon de fluorescencia y fosforescencia.

el tiempo entre estados iniciales y finales al momento de exitar elementos
fluorescentes y fosforecentes.

El microsocopio de fluorescencia fue ideado a principios del siglo XX por
August Kohler, Carl Reichert, y Heinrich Lehmann, entre otros.

La microscopia de fluorescencia es un método que permite estudiar ma-
terial que fluoresce de manera natural (autofluorescencia) o cuando esta tra-
tado con fluorocromos o fluoroforos, quimicos capaces de producir luz fluo-

rescente.

1.4.1. Anatomia del Microscopio de Epifluorescencia

Las figuras 1.4 y 1.5 muestran los componentes pricipales de un micros-
copio de epifluorescencia y su funcionamiento, respectivamente.

El microscopio cuenta con una ldmpara de mercurio o xenén que emite
distintas longitudes de onda que son transmitidas a través de un sistema de

lentes colectores y un diafragma. Los microscopios de epifluorescencia mo-
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dernos incorporan el uso de espejos dicroicos que permiten separar la luz de
emision fluorescente de la luz de exitacion reflejada que no es absorbida por
la preparaciéon. Las superficies de los espejos dicroicos tienen revestimien-
tos delgados que permiten la reflexion de longitudes de onda pequenias y la
transmision de longitudes de onda mas grandes. El haz de luz que excita la
muestra viaja en una ruta opuesta a aquella que fluoresce, lo cual ayuda a
minizar los efectos de absorcién de luz de la muestra en cuestion. La abertura
completa del objetivo deja pasar el haz de exitacion y recoge la fluorescencia
emitida. El objetivo se convierte en un condensador asegurando una perfecta
alineacién entre ambos haces, el de excitacién y el de emisién. De esta ma-
nera, la luz fluorescente emitida por la muestra sigue el camino descrito en
la seccidn 1.3.2, dado que el sistema de lentes es el mismo por tratarse de un
microscopio de tipo 6ptico. La imagen formada en el plano focal se recoge
por medio de un sistema de camara digital o bien se observa través de los
oculares del microscopio. La figura 1.6 ilustra el proceso de la formacion de

la imagen en el microscopio de fluorescencia.

1.4.2. Calidad de la Imagen

La fluorescencia es la emisién de luz con una longitud de onda caracteris-
tica que ocurre luego de la absorciéon de luz de una longitud de onda menor
por parte de un compuesto. La luz de exitacién se filtra completamentamen-
te luego de que ésta incidié sobre la muestra, sin bloquear la fluorescencia
emitida, permitiendo ver solamente los objetos que son fluorescentes y de
particular interés para el observador. Los fluoréforos tienen un espectro de
absorcién y uno de emisién particulares que dependen de los niveles de ener-
gia de sus electrones exteriores y de las energias de los estados exitados. Los
factores que influyen en la fluorescencia de un compuesto se observan en la
figura 1.7.

Los factores que afectan la calidad e intensidad de las imdagenes se pue-
den enlistar a continuacién. En primer lugar se debe contar con una buena
eleccion de fluordforos, ya que es necesario maximizar el Rendimiento Cuan-

tico y el Coeficiente de Extincion del fluordforo. El primer concepto indica la
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Figura 1.4: Esquema general del microscopio de epifluorescencia. [7]
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Figura 1.6: Formacién de la imagen en un microscopio de epifluorescencia.

probabilidad que tiene un fluoréforo para absorber un fotén en su maximo
estado de absorcién. Es un factor importante cuando la intensidad de luz
de exitacion es baja o moderada. El Coeficiente de Extincién del fluordforo,
por otra parte, indica la relacién entre la cantidad de fotones emitidos por la
fluorescencia en relacién a los absorbidos. Cuanto mayor es el coeficiente de
extincion, mayor es el rendimiento del fluoréforo en cuanto a posibles blan-
queos en la muestra [8]. A su vez, los fluoréforos seleccionados para analizar
una muestra fluorescente deben ser los apropiados para la luz de exitacién y
para los cubos dicroicos de los que dispone el microscopio. Otros factores que
estan presentes en la calidad de las imagenes obtenidas son la intensidad de
la luz de exitacion, producida por lamparas de arco, y la longitud de onda de
exitacion por medio de filtros de exitacién de banda ancha o banda angosta.
La Apertura Numérica (AN) del Objetivo y la Magnificacion son factores
importantes también: mientras mayor sea la AN, mayor sera la fluorescencia
captada, y a mayor Magnificacion mayor detalle (hasta cierto limite), pero

menor intensidad de pixel. Se considera también el Quenching, que se refiere
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Figura 1.7: Factores que influyen en la fluorescencia de un compuesto.

a agentes que reducen la fluorescencia, normalmente asociados a presion y
temperatura del ambiente. El fotoblanqueo de la muestra se considera tam-
bién en la calidad de la imagen resultante, por ello se tiene especial cuidado
en no exponer mayor tiempo del necesario a la muestra a la luz de exitacion.
Se consideran también en la calidad de las imagenes la degradacion del fluo-
roforo y la sensibilidad del detector utilizado, como CCD’s o Charge-Coupled
Devices (en espanol, Dispositivos Acoplados de Carga), circuitos integrados

utilizados en camaras fotograficas y de video digitales.

1.4.3. Aplicaciones de la Microscopia de Epifluorescencia

Mediante métodos de marcado histolégicos e inmunohistoquimicos es po-
sible marcar regiones celulares o elementos subcelulares en preparaciones
biolégicas y visualizarlas por medio de microscopia de fluorescencia.

Las primeras investigaciones revelaron que muchos especimenes, inclu-
yvendo microminerales, cristales, resinas, compuestos para medicamentos, clo-

rofila, vitaminas, y otros compuestos inorgénicos, generan autofluorescencia
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cuando se irradian con luz ultravioleta. Sin embargo, no fue hasta la década
de los anos 30’s cuando el investigador austriaco Max Haitinger y otros cien-
tificos desarrollaron la técnica de la fluorescencia secundaria, la cual emplea
marcas de fluorocromos para etiquetar componentes de tejidos especificos,
bacterias, y otros patogenos que no autofluorescen. El valor del uso de este
instrumento fué significativamente mejorado en los anos 50’s cuando Albert
Coons y Nathan Kaplan demostraron la localizacion de antigenos en teji-
dos que reaccionaban con un anticuerpo etiquetado como fluorescente. A la
técnica de marcar antigenos con anticuerpos secundarios unidos a moléculas
fluorescentes se le denomina inmunohistoquimica, la cual ha representado un
importante avance en las ciencias biolégicas y médicas ya que ha permitido
resolver particularidades que van desde la estructura de la membrana celular,
hasta colocalizacién de protefnas en organelos. La visualizacién de elementos
celulares mediante anticuerpos fluorescentes, o inmunofluorescencia, es una

de las aplicaciones mas importante de esta microscopia.

1.4.4. Ventajas y limitaciones

El microscopio de fluorescencia se puede utilizar para crear imagenes en
los que las estructuras detalladas son claramente visibles. Al igual que con
otros microscopios, la claridad de la imagen se puede ajustar al centrarse
los componentes del microscopio, y el nivel de aumento también se puede
subir o bajar segin sea necesario. Lo que es més, el empleo de fluorocromos
que se excitan y emiten luz a diferente longitud de onda, permite identificar
diferentes tipos celulares y elementos subcelulares en una misma preparacion.

Una de las limitaciones méas importantes de los microscopios epifluores-
centes es que la luz de excitacién atraviesa todo el grosor de la muestra,
de manera que hay gran cantidad de luz que se encuentra fuera de emision
del plano focal, lo que dificulta la visualizacion y el anélisis de las imagenes
adquiridas. Una manera de resolver este problema es mediante la aplicacion

de algoritmos de deconvolucién a las imagenes.
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Deconvolucion

2.1. Convolucion

La transformacion de la informaciéon de un objeto real hasta la formacion
de una imagen puede ser expresada matematicamente a través de una ope-
racion matematica llamada convolucion [9]. La convolucién es una integral
que expresa el grado de sobrelapamiento de una funciéon g a medida que se
desplaza sobre una funcién f.

En otras palabras, la convolucién explica el proceso de la formacién de
la imagen en un sistema 6ptico modelandolo mateméticamente. No obstan-
te, a través de éste proceso fisico, la convoluciéon degrada los datos de la
informacién de la imagen real.

El grado de distorsién de la imagen de un simple punto es una medida
de la calidad del sistema 6ptico y todos aquellos fotones que provienen de un
punto focal diferente al plano de interés componen la Funcién de Dispersién
del Punto (PSF, Point Spread Function). Matematicamente hablando, la
PSF se define como la respuesta del sistema (el microscopio) a una senal de
tipo Impulso Unitario y describe la imagen de una fuente puntal.

Cualquier sistema 6ptico forma una imagen al convolucionar su PSF con
cada punto del objeto a observar. El resultado total de la suma de todas
estas convoluciones dan forma a la imagen final.

Para comprender mejor el concepto de la PSF, supongamos que tenemos

21
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Figura 2.1: Distribucién grafica de la PSF.

un pequenisimo punto de luz, y que lo proyectamos a través de un sistema
6ptico. La imagen resultante de este punto no serd igual a la original. Los
lentes del sistema éptico introduciran una pequena cantidad de distorsion
grafica como la que se muestra en la figura 2.1, que representa la distribucién
de la luz en un punto determinado después de pasar a través de él.

En los microscopios fluorescentes el proceso de formacién de la imagen
se asume lineal y descrito por la teoria de sistemas lineales. Esto significa
que cuando dos objetos A y B se visualizan simultaneamente, el resultado
puede considerarse como a la suma de los dos objetos visualizados de for-
ma independiente. En otras palabras: la imagen de A no es afectada por
la formacién de imagenes de B y viceversa. La suma de las ondas de luz
pueden resultar en una interferencia destructiva y constructiva en planos no
focales. Podemos considerar que toda la imagen adquirida por el microscopio
se construye a partir de todas las contribuciones que provienen de las dife-
rentes fuentes de luz originales, cada una generando una PSF en particular.
Por lo tanto la imagen obtenida surge de una suma de PSF’s, cada una en
su correspondiente ubicacidn espacial y escalada en funciéon de la intensidad
del punto correspondiente. Esto es matematicamente representado por una
ecuaciéon de convolucién.

La representacién matematica de la formacién de la imagen por medio

de convolucion se define de la siguiente manera:
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Figura 2.2: Proceso de convolucién en un microscopio 6ptico.

g=(f@h)+r (2.1)

donde:
g es la imagen final
f es la imagen ideal
h es la funcion de transferencia del microscopio, (PSF').

r es el ruido presente en el proceso.

La representacion grafica de este proceso se muestra en la figura 2.2.

2.2. Deconvolucion

La deconvolucién es el proceso inverso a la convolucién. Se utiliza para
poder recuperar aquellas senales que han sido degradadas a través de éste

ultimo proceso. Este es un modelado que permite reconstruir detalles de
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la senal original, descartando aquellos datos que no provienen de un punto
focal.

Puede ser aplicada en principio a cualquier tipo de imagen de microscopia
en general, pero una de sus aplicaciones méas importantes es la de mejorar
imégenes de microscopia de fluorescencia.

Las aplicaciones biologicas de la microscopia fluorescente en 3D se en-
frentan con dos problemas principales en el proceso de la formacién de las
imégenes: la presencia a menudo de importantes niveles de ruido, y una
distorsion debido a la resolucion finita del sistema 6ptico [10].

Todas las imagenes adquiridas con microscopia fluorescente, ademés de
los problemas anteriores, lidian con el problema de la luz que atraviesa todo
el grosor de los especimenes observados. La luz que incide sobre estos objetos
es captada por el sistema 6ptico fuera de plano, confundiendo al observador
sobre aquello que realmente esta presente en el plano focal. La reduccién de
esta luz fuera de foco es una de las principales tareas encomendadas a la
deconvolucion. La caracterizacion de esta luz esta basada en la PSFE [11].

Una vez mas, como se describié en la seccién anterior, la importancia de
la PSF radica en que el proceso por el cual se ha degradado la imagen se
encuentra asociado a una convolucién, por lo que para realizar el proceso
inverso, la deconvoluciéon, es imprescindible conocer como se ha degrado la
imagen real, es decir, su PSF. Como consecuencia, algunos de los algoritmos
de restauraciéon de deconvolucién requieren como parametro el conocimento
de la PSF, aunque existen otros que no necesariamente necesitan de ella, ya
que que realizan una aproximacién que trata de ajustarse a su comporta-

miento, como se explicard méas adelante.

2.3. Algoritmos de deconvoluci6én

2.3.1. Iterativos

Este tipo de métodos iteran constantemente sobre la imagen obtenida
para recobrar la imagen real. Este principio se basa en el hecho de pasar

la imagen obtenida por un proceso de re-emborronamiento de acuerdo a lo
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mostrado por f y h de la ecuacion (2.1) y comparar el resultado con g. La
diferencia se computa y después se utiliza para estimar la nueva funcién f.
El proceso de re-emborronamiento se repite nuevamente. Este tipo de meé-
todos estan restringidos en el hecho de que la solucion de la funcion f debe
ser positiva, dado que f representa una funcién de intensidad de luz y las

intensidades son positivas.

2.3.2. MLE (Maximum Likelihood Estimation)

Los algoritmos de Estimacion de la Maxima Probabilidad o MLE (Ma-
ximum Likelihood Estimation) representan una mejora de los algoritmos
iterativos. La caracteristica principal de los algoritmos de MLE es que se
encuentran basados en un modelo de probabilidad estadistico. La solucién
matematica es la funcién f que tenga la mayor probabilidad de ser la correc-
ta. Los algoritmos MLE proveen un método eficiente para obtener resultados
por medio de limites esperados, sin conocimiento de los parametros de ca-
racterizacion del sistema éptico. Es por ello que éste método no necesita del
conocimiento de la PSF, si no que a lo largo del proceso iterativo colecta
poco a poco la informacién que compone la funcién de transferencia del sis-
tema, la PSF. La implementacién matematica de este método es extensa, sin
embargo, con el uso de las computadoras modernas de hoy en dia es factible
la implementacién de dicho algoritmo.

MLE es un método popular entre los algoritmos de deconvolucién da-
das las propiedades probabilisticas en las que se basa. El punto angular de
MLE esta representado por las ecuaciones de probabilidad que derivan de
distribuciones probabilisticas conocidas: Gaussiana, de Poisson, Binomial,
ete [12].

2.3.2.1. Algoritmo Richardson-Lucy

El algoritmo de deconvolucién Richardson-Lucy fué desarrollado a prin-
cipios de la década de los afios 1970’s por W. H. Richardson y L. B. Lucy.
La razén de la popularidad del algoritmo de Richardson-Lucy es su imple-

mentaciéon de méxima probabilidad, y su capacidad para producir imagenes
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reconstruidas de buena calidad en presencia de altos niveles de ruido [13].

Retomando la ecuaciéon (2.1), procedemos a explicar el funcionamiento
de éste algoritmo.

El ruido agregado a la imagen resultante se genera de forma aleatoria,
el cual corresponde a una distribucién estadistica de tipo Poisson. Se sabe
que el ruido es independiente de un pixel a otro y que el resultado final, es
en conjunto un proceso probabilistico de este tipo de distribucién. De esta
forma, la representaciéon matemética de la formacién de la imagen puede ser

repesentada de la siguiente manera [14]:

g=p(f®@h) (2.2)

p es el ruido de tipo Poisson. El objetivo es encontrar f conociendo h y g.
Para lograrlo, de la ecuacién 2.2 se deriva un gradiente multiplicativo que

define el algoritmo Richardson-Lucy [14]:

f(k+1): <fki§>h®h> fk (23)

donde f*+1) es la nueva estimacion resultante de la estimacion f* mediante
el cual f© =gy h es la adjunta de h.

Se decidié implementar el algoritmo Richardson-Lucy como unos de los
dos métodos de deconvolucién en la programacion del software referente a

éste trabajo.

2.3.3. Deconvolucién ciega

Al igual que la MLE, el algoritmo de deconvolucién ciega deriva de los
meétodos iterativos, los cuales tratan de obtener una estimacion de la funcio-
nes f y h al mismo tiempo. Al igual que MLE, no requiere del conocimiento
de la PSF. Una de las caracteristicas principales de este método es que la
PSF se calcula a través de los datos reales contenidos en la funcién g, y
no a través de aproximaciones, como resultado de las iteraciones produci-
das. La tarea principal de este algoritmo se refiere al hecho de separar dos

senales convolucionadas, f y h, cuando ambas senales son desconocidas o
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parcialmente conocidas.

Una caracteristica importante del método de deconvolucién ciega es que
la imagen real y la PSF deben ser senales “irreductibles”. Esto es, que una
sefial no pueda ser expresada a partir de la convoluciéon de dos o més senales,
en el entendimiento de que una senal bidimensional de tipo impulso unitario
no es una senal de tipo componente, puesto que este tipo de senales se mani-
fiestan en un breve intervalo de tiempo. Esto significa que si la imagen real
o la PSF son “reductibles”, entonces la solucién del problema serfa ambigua,
por que el método no podria distinguir en més de tres componentes de ¢
sobre que senal o sefiales pertenecen a f o a h.

El funcionamiento del algoritmo de deconvolucién ciega parte de que
primero es necesario asumir una funcién h, y después, estimar qué funcién
f puede originar a la funcién g¢. Estos pasos se iteran repetidamente una y

otra vez.

2.3.4. Meétodos lineales de deconvoluciéon
2.3.4.1. Filtro Inverso

Los métodos lineales son iterativos y por lo tanto se aprovecha el uso de
programas de computacién para lograr su cometido. El Filtro Inverso utiliza
una aproximacién linear directa de la ecuacién 2.1. Esta inversion se lleva a

cabo de la siguiente manera:

f=gaht (2.4)

donde:

hles la respuesta inversa al impulso unitario del sistema 6ptico.

La limitacién de este método es que es necesario el conocimiento de la
funciéon de transferencia h, la PSF, y de su inversa (que no es siempre facil
de obtener).
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2.3.4.2. Filtro Wiener

El analisis de Fourier es una de las herramientas més comtnmente utili-
zadas en la caracterizaciéon de un sistema complejo. Su objetivo es describir
una sefial periodica como una combinacion de senales armoénicas (sinusoides),
a través de una suma infinita de senos y cosenos de distintas frecuencias. Sea
f(t) una senal continua, se define a la transformada de Fourier de x, denotada

como F' (w), como la funcion:

F(w) = /_ h f(t) e #mtat (2.5)

definida en espacio real y toma valores complejos después de la transforma-
cion. FEn el caso de las imégenes, las senales corresponden a los niveles de
gris que conforman la matriz de datos de la imagen. El eje del tiempo co-
rresponde a los ejes XY de la imagen. Para el caso de una imagen se requiere

aplicar la transformacion en 2D.

oo oo .
Flow)= [ [ f@yesrieriiny (2.6)
—00 J =
Para una imagen digital, la transformada de Fourier debe ser finita y
discreta:
M—1N-1 o
Flwo)=Y Y f(ij)e 2 Giw) (2.7)
i=0 j=
donde:

I Transforma Discreta de Fourier.
w, v Frecuencias espaciales de los niveles de gris de la imagen.
1,7 Indices de columna y de linea.

M,N Namero de columnas y lineas de la imagen.

El Filtro Wiener es, en realidad, una mejora del Filtro Inverso. Siguiendo
con la propiedad de linealidad de un sistema invariante en el tiempo, reto-
mamos la ecuacion 2.1. Al pasar del espacio real al espacio de Fourier, la

ecuacién 2.1 queda de la siguiente manera:
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G=FxH (2.8)

El operador convoluciéon es ahora un operador de multiplicacién en el
espacio de Fourier, por lo que la imagen real puede ser obtenida a través del
principio del Filtro Inverso, esto es, una division directa entre la trasformada
de Fourier de la funcién f y la transformada de Fourier de la funcién de
transferencia h. Esto es:

G
F = T (2.9)
Sabiendo que H es en realidad la transformada de Fourier de la PSF, la

ecuacién 2.9 puede escribirse como:

e
-~ OTF

donde OTF representa las siglas de Optical Transfer Function, la transforma-

(2.10)

da de Fourier de la PSF. Sin embargo, en esta ecuacion, los valores pequenos
de la OTF pueden amplificar el ruido presente en el proceso, que puede ser

corregido con una pequena modificacién:

" OTF*
|OTF?|| + K

donde OTF* es la compleja conjugada de OTF, ‘OTFQH es la norma de

OTF, y K es un factor de correcciéon cuya adicién genera la eliminacion de

F~G (2.11)

la, amplificacion del ruido en aquellos casos en los que los valores de la OTF
sean pequenos [9].

Una vez que se obtiene F) el paso final es la aplicacién de la transformada
inversa de Fourier para obtener f.

La simpleza del método y la rapidez con que los resultados son compu-
tados, hacen del Filtrado Wiener uno de los métodos més utilizados en la

deconvolucién de imégenes.
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Objetivo

Esta tesis tiene como objetivo desarrollar un software bajo licencia GNU
que realice el proceso de deconvolucién a imégenes adquiridas de un micros-
copio de epiflourescencia, a partir del cual se pueda reducir la luz que se
encuentra fuera de foco de las imégenes y por lo tanto, aumentar la calidad
de éstas. Se recrearan dos algoritmos de deconvoluciéon con la finalidad de
que el usuario final tenga dos opciones de procesamiento sobre las imagenes
que tenga interés. Los algoritmos propuestos para este fin son el Algoritmo de
Wiener y el Algoritmo de Estimacion de Maxima Probabilidad (Maximum
Likelihood Estimation, MLE).

Como prueba de concepto de la funcionalidad del software, se realizaran
comparaciones entre las imagenes procesadas con éste e imagenes obtenidas
por medio de un microscopio confocal.

Actualmente existen programas diversos de deconvolucién para el trata-
miento de imagenes. El desarrollo del software que se plantea en el presente
trabajo, permitira a los autores del mismo entrenarse de manera intensiva en
el manejo, anélisis y procesamiento de imigenes para la posterior obtencion
de datos cuantitativos.

El software de deconvolucion podra implementarse en la Unidad de Mi-
croscopia del Instituo de Investigaciones Biomédicas de la UNAM y ser utili-
zado por sus usuarios, atendiendo a uno de los problemas mas caracteristicos

en el andlisis y visualizacion de imagenes.

30
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Finalmente, al ser un software bajo licencia GNU, el c6digo fuente estara
a disposicién de cualquier programador interesado en observar o anadir me-

joras al programa, de manera que sea una plataforma de desarrollo continuo.
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Planteamiento del problema

La deconvolucién en microscopia se aplica para reducir la luminosidad
que se encuentra fuera de foco en cualquier imagen que se adquiere. El uso
mas comin de la deconvolucién se aplica en Microscopia de Fluorescencia.
En la figura 4.1 se aprecia que el cono del haz de luz que proviene de la
fuente de iluminacién del microscopio se torna méas grande al incidir sobre
una muestra puntual. El haz de luz estimula més fluorocromos fuera del
plano focal para un solo punto, y por lo tanto, se produce més distorsién en
la imagen final, ya que ésta fluorescencia que se encuentra fuera del plano
focal no permite hacer notar al observador lo que realmente se encuentra
dentro de éste.

Una forma de corregir este problema en un microscopio confocal es ma-
nipular adecuadamente el pinhole, tanto en abertura como posicién, de tal
manera que la mayoria de la luz que lo atraviese derive lo méas cerca posible
en el plano focal y no en regiones adyacentes en el plano z [11]. Sin embar-
go, los microscopios confocales son equipos de muy alto costo, por lo que
la deconvolucién de imagenes para lograr el mismo efecto, representa una
alternativa viable para la optimizacién del anélisis de imagenes.

La reduccién de la luz fuera de foco en la formacion de la imagen se hace
de manera computacional por medio de algoritmos de deconvolucién, ya que
el proceso fisico que degrada a la iméagen real se explica matemadaticamente

con su operador inverso, la convolucidn, como se observa en la figura 4.2.
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Figura 4.1: Tluminacién fuera de foco a través del pinhole.
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Figura 4.2: Proceso de Convolucién y Deconvolucion.

El proceso de formacién de la imagen final degradada es explicado como un
sistema lineal e invariante en el tiempo, con lo cual se establece un modelo
matematico que describe el problema y genera soluciones para obtener la

imégen real.



Capitulo 5

Implementacion y

Experimentos

5.1. Desarrollo del Software de Deconvolucién

5.1.1. Criterio de diseno

Para el desarrollo del software que corregira los problemas de deconvolu-
cién de un microscopio de epifluorescencia, se propone utilizar los algoritmos
de Filtrado Wiener y MLE.

El Filtrado de tipo Wiener requiere el conocimiento de la PSF y su im-
plementacion es mucho més factible que la de los demas algoritmos descritos.
Aunado a ello, las imagenes reconstruidas a través de él presentan menor rui-
do al contener un factor de correccién. Para el calculo de las transformadas
de Fourier se propone utilizar una biblioteca programable de subrutina de
software libre en codigo C que calcula la Transformada Discreta de Fourier
conocida como FFTW. Otra de las caracteriscas que influyen en la eleccion
del Filtrado Wiener es el menor costo en tiempo de ejecucion del programa.

El segundo método escogido es MLE (Maximum Likelihood Expectation),
a través de su implementacion en el algoritmo Richarson-Lucy que se tratara
con mas detenimiento en el siguiente capitulo. La implementaciéon de este

método es mas extensiva que la del anterior, sin embargo, MLE ha probado
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ser uno de los mejores métodos que proveen las imégenes de mejor calidad
entre todos los algoritmos de deconvolucion [15].

Se decidi6 desarrollar un software que opere bajo licencia GNU/GPL
(General Public Licence), dado que permite la libre distribucién, modifica-
cién y uso de software y se determiné trabajar sobre el sistema operativo
Kubuntu, derivacién de Ubuntu Linux que utiliza el entorno de escritorio
KDE. Los lenguajes de programacion seleccionados C y C++, al ser dos
de los lenguajes mas usados en el desarollo de aplicaciones, incluyendo sis-
temas operativos, bibliotecas y numerosas herramientas de programacién,
ademas de que cuenta con una biblioteca estandar de funciones, permite a
los desarrolladores realizar una programacién estructurada. El sistema ope-
rativo permite acceder a toda la memoria de la computadora y todas las
rutinas de manipulacién de bits estan disponibles. El control sobre la or-
ganizacion de la memoria es facilmente alcanzado con las funciones de la
biblioteca de C. Todo lo anterior es posible debido a que C es un lenguaje
de alto nivel con todos los beneficios que un programa de alto nivel debe ob-
tener, al igual que la comprobacion de tipos, bucles, ramificaciones, soporte
de multivariables, matrices, etc.

Otra de las razones por la que se determiné trabajar en C y C++ es por la
eficiencia que se tiene al trabajar con ellos. Los programas desarrollados bajo
estos lenguajes de programacién tienen la habilidad de procesar de manera
rapida, producen pequenios programas de ejecucién y son capaces de escribir
algoritmos en pocas lineas de c6digo fuente gracias a su amplia biblioteca de
funciones descritas en su estandar de ANSI C (American National Standards
Institute for C programming languaje).

La herramienta utilizada para la creaciéon de la interfaz grafica del usuario
es la biblioteca Qt4, utilizada en conjunto con Cy C++ sobre el entorno de
desarrollo Qdevelop, el cual provee de un editor de codigo en pantalla, asi
como integracién del compilador gee y gdb para depuracion de codigo. Se
puede observar en la figura 5.1 una imagen del entorno de programacion de

Qdevelop en el sistema operativo Kubuntu.
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Tecnologias, protocolos y estidndares a utilizar

Se utilizaron en el presente trabajo:

Intel

Web:

exten

Computadora Dell Inspiron 700m con procesador x86 Family Genuine

1993 Mhz y Memoria Virtual Total de 2 GB.

Sistema Operativo Kubuntu 9.04.
Compilador gee, para lenguajes de programacion C y C++.

Libreria Qt4 4.6.3, para desarrollo de la Interfaz Grafica de Usuario.

http://qt.nokia.com/

Entorno de desarrollo Qdevelop.

Libreria LibTiff 3.9.4, para el manejo de archivos de imégenes con

sion “tiff”. Web: hitp://www.libtiff.org/
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» Libreria FFTW 3.3.1 (Fastest Fourier Transform in the West, por sus
siglas en inglés), para el célculo de Transformadas Discretas Rapidas
de Fourier. Web: http://www.fftw.org/

5.2. Caracteristicas de las Imagenes Obtenidas con

Microscopio de Epifluorescencia

Las imagenes sobre las que se aplicé el software de deconvolucién corres-
ponden a cortes de cerebro de rata. El tejido se procesd como se detalla a
continuacion: el cerebro se fijo con 4 % paraformaldehido y posteriormente se
congeld y se cortd por medio de un criostato. Se obtuvieron secciones de 30
micras de grosor y se procesaron para inmunohistoquimica de fluorescencia.
Las secciones se sumergieron 3 veces por 10 min (3x10) en solucién amorti-
guadora a base de fosfatos, posteriormente se bloquearon por 2 hrs en una
solucion bloqueadora que contenia 0.3 % de detergente triton y 5% de suero
normal de caballo diluidos en solucién amortiguadora. Una vez terminado el
bloqueo, las secciones se incubaron durante toda la noche en una solucién
compuesta por soluciéon bloqueadora, tritén y anticuerpo para la proteina
doblecortina (levantado en cabra) que forma parte de los microttibulos de
las neuronas jévenes; la dilucién del anticuerpo fue de 1:400. El tejido se la-
v6 del exceso de anticuerpo sumergiéndolo 3x10 en solucién amortiguadora,
después se incubé por 2 horas en un anticuerpo secundario anticabra que
reconocia al anticuerpo de doblecortina. El anticuerpo secundario empleado
estd acoplado a un fluorocromo denominado Dylight que se excita a 592 nm
y fluoresce a 617 nm (en el rango del color rojo del espectro de luz). El tejido
se lavé 3x10 en solucién amortiguadora, se monté en laminillas portaobjetos
v se cubrié con una solucién protectora de fluorescencia y cubreobjetos de
vidrio.

Las imagenes del tejido se adquirieron por medio de un microscopio con-
focal Zeiss LSM 5. El tejido se excité con un laser de longitud de onda de
543 nm; cada imagen se obtuvo con un objetivo de aceite de 40x y de aper-

tura numérica 0.25. El “pinhole” o apertura de paso de luz del microscopio
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se mantuvo abierta con el objeto de que la luz penetrara las 30 micras de
grosor (plano axial) de la muestra y las imagenes tuvieran las caracteristicas
de las que se obtienen con un microscopio de epifluorescencia. Las imagenes
digitales se obtuvieron por medio del programa LSM 5 (Zeiss) y contaban
con las siguientes caracteristicas: un ancho y una altura de 230.32 pm (2048
pixeles), resolucion de 8.892 pixeles por nm, tamano de pixel: 0.11x0.11 pm,
nimero de bits por pixel: 16 (unsigned). Las mismas imégenes se adquirieron
empleando un “pinhole” de 587 micras con lo que se lograba iluminar una
region de 587 micras en el plano axial; estas imagenes se emplearon como
prueba de concepto del software desarrollado en la presente tesis.

La Microscopia Confocal y Epifluorescente registra la visualizacion de las
muestras a través del sistema de cAmaras digitales conectadas a la altura del
ocular del microscopio. El almacenamiento de la informacién de las imégenes
producidas se registra de manera permamente con el objeto de ser analiza-
das con mas detenimiento. Una imagen puede ser almacenada como gréfico
de computadora en dos tipos de formatos: (1) como sistema de vectores 0,
(2) como imagen de mapa de bits (bitmap). Los gréficos creados a partir de
vectores consisten en el trazo de lineas, curvas, poligonos y otras formas que
recrean una imagen con la ayuda de una serie de reglas matematicas pre-
derteminadas en el software de renderizaciéon. Se utiliza una escala de grises
para colorear las regiones de éstas formaciones. [16]. Las iméagenes creadas
como mapas de bits, por otro lado, almacenan la informacién de manera ma-
tricial, ordenadas de manera discreta por medio de pequenos elementos de
informacién grafica desplegados en pantalla llamados pizeles. Debido a que
la intensidad de luz y color varia en cada punto de la imégen, a cada pixel
le es asignado un valor independiente de los otros, de tal forma que un pixel
o region de pixeles pueden ser modificados libremente sin alterar el resto de
la informacién. Puesto que la informacién de la imagen en mapa de bits es
almacenada por completo dentro del archivo, la visualizacién no requiere de
mucho tiempo de procesamiento por parte de la computadora, sin embargo,
el hecho de que cada pixel sea controlado de manera independiente hace que
durante el proceso de visualizacion se requiera de una cantidad de memoria

considerable [16]. Ejemplos de imégenes de mapas de bits incluyen TIFF,
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JPEG, GIF y BMP.

TIFF es una de las mejores opciones para el almacenamiento y manipu-
lacién de datos graficos, especialmente cuando las imagenes se utilizan en
muchas aplicaciones, trabajando bien tanto en escala de grises como en color
[17]. Por ello, TIFF es el tipo de formato usado como predeterminado en la
mayoria de los programas comerciales de captura y analisis, como ocurre en
el caso de los equipos de adquisicién de imégenes de la Unidad de Micros-
copia del TIB-UNAM. El equipo utilizado en la unidad tiene la capacidad
de generar imagenes TIFF de 8 bits (escala de grises), 16 bits (escala de
grises), hasta 24 bits (color RGB), ademés de generar compresiéon opcional
en el registro de la informacion y soportar multi TIFF (multiples imagenes
TIFF en un solo archivo).

Uno de los puntos a considerar en el desarrollo de este software es que se
determiné utilizar imégenes con formato TIFF por ser una excelente opcién
que almacena gran informacién adquirida del microscopio, ademéas de que,
dado que es un tipo de formato en mapa de bits, la informacién conteni-
da puede ser manipulada por medio de LibTiff, una libreria con funciones
compatibles con los lenguajes de programaciéon C y C++.

LibTiff es una libreria de funciones que permite, entre otras cosas, la
lectura y escritura de archivos TIFF de 8 bits bajo rutinas de cédigo C en
sistemas UNIX de arquitectura de procesador tanto de 32 como de 64 bits.
Incluye ademaés otras funciones que posibilitan la manipulacién de los datos
contenidos en el archivo, lo que permite ahorrar lineas de cédigo en C si se

realizaran las mismas tareas.

5.3. Construccion del Software

5.3.1. Requerimientos necesarios

A partir de las especificaciones tratadas en los puntos anteriores, éste
segmento persigue como objetivo explicar la materializacién del software
en cuestiéon. En éste apartado se discuten los diversos subsistemas que se

originaron como producto del cédigo generado, incluyendo la descripcién de
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la interfaz de usuario y los procedimientos de operacién del sistema.

El primer paso es la descripciéon general del sistema a ser desarrollado,
teniendo como base las necesidades cualitativas y cuantitativas que resul-
taron a partir del estudio del planteamiento del problema discutido en el
capitulo 4 y de las imdagenes caracteristicas obtenidas en el microscopio de

epifluorescencia, las cuales son:

= La necesidad de un software de cédigo libre para procesamiento de

deconvolucién de imégenes de microscopia epifluorescente.

= La programacién de dos algoritmos probados y conocidos de deconvo-

lucién:

e Filtro Wiener.

e Filtro MLE (Con implementacion del algoritmo Richardson-Lucy).

= Utilizacion de imagenes con formato TIFF de 8 bits.
= Entorno de funcionamiento bajo Sistema Operativo Linux.
= Capacidad de presentar resultados graficos en pantalla.

A partir de los puntos mencionados atras, se generan las especificaciones de
construcciéon del sistema y el plan de pruebas.

Podemos identificar dos bloques principales de actividades dentro del
proceso de generacién de cédigo dentro de un modelo de programaciéon es-
tructurada como se observa en la figura 5.2. Uno de ellos es la parte que
corresponde a la programaciéon modular de todas las rutinas necesarias para
la implementacién de los dos algoritmos de deconvolucién escogidos. El otro
bloque, por otro lado, se orienta al diseno y construccién de la interfaz de
usuario del software, complementando el catalogo de requisitos que tienen
que ver con el entorno tecnolégico y los procedimientos de operacion del

sistema.
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Figura 5.2: Bloques principales de generacién de cédigo.

5.3.2. Programaciéon Modular
5.3.2.1. Lectura de Imagenes

Para lograr la lectura de iméagenes con formato TIFF fué necesario la con-
sulta del manual de especificaciones de éste formato que pertenece a Adobe
Developers Association con la revision de la version actual namero 6. El
primer paso en este punto fué la identificacion y lectura del cabecero de la
imagen. El cabecero es un arreglo de tamano de 8 bytes que corresponde
a un directorio de archivos que contiene informaciéon acerca de la imagen
(namero de lineas y columnas que defienen el tamano en pixeles, nimero de
planos de la imagen, interpretacion fotométrica, compresion, etc.), asi como
una lista de apuntadores que enlazan directamente a los datos contenidos en
la imagen [18].

En la figura 5.3 se detalla la composicién del cabecero del formato TIFF.

El IFH (Image File Header), o Encabezado de Imagen del Archivo, con-

tiene tres campos de informacién en un total de 8 bytes de longitud. El
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primer campo corresponde al identificador del Byte Order, que es un carac-
ter Unicode de valor 4949h (II) 6 4D4Dh (MM). Estos valores indican si
los datos en el archivo TIFF estan escritos en little-endian (formato Intel) o
big-endian orden (formato Motorola), respectivamente. Todos los datos que
se encuentran mas alla de los dos primeros bytes en el archivo obedecen la
orden de bytes del esquema indicado por este campo. El segundo campo
indica el nimero de versién del formato TIFF, en una longitud de tamafio
de 2 bytes dentro del cabecero, el cual siempre tiene el valor 42 (decimal)
6 2A (hexadecimal), independientemente de la revision TIFF, ya que puede
considerarse mas bien como un nimero de identificacién que un namero de
version. El tercer campo indica el valor del primer IFD Offset (Image File
Directory Offset), que es un valor de 32 bits que apunta a la primer posicion
del directorio de archivos de imagen de un archivo TIFF. Este valor puede
ser pasado como un parametro a un archivo de funcién de busqueda para
encontrar el inicio de la informacién del archivo de imagen. Si el directorio
de archivos de imagen se produce inmediatamente después del cabecero, el
valor del campo es IFD Offset 08 (hexadecimal).

Un directorio del archivo de imagen (IFD) es una coleccién de informacion
similar al del cabecero, y se utiliza para describir los datos de mapa de bits
al que se adjunta. Al igual que un encabezado, contiene informacion sobre
la altura, el ancho y profundidad de la imagen, el niumero de planos, color,
v el tipo de compresion de datos utilizada en los datos de mapa de bits. A
diferencia de un cabecero tipico fijo, un IFD es dinamico y puede no sélo
varfar en tamafo, sino que también se puede encontrar en cualquier lugar
dentro del archivo TIFF.

Un archivo TIFF puede contener cualquier ntimero de imagenes, de cero
en adelante. Cada imagen se considera un subarchivo separado (es decir,
un mapa de bits) y tiene un IFD adjunto para describir los datos de mapa
de bits. Cada subarchivo TIFF se puede escribir como un archivo separado
de TIFF o puede ser almacenado con otros subarchivos en un solo archivo
TIFF. Cada mapa de bits y cada [FD pueden residir en cualquier lugar en
el archivo TIFF después de los cabeceros, y no puede ser sélo un IFD por

imagen.
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Hemos visto que la cabecera TIFF contiene un valor de desplazamiento
que apunta a la ubicacién de la IFD por primera vez en un archivo TIFF.
Para encontrar el IFD en primer lugar, todo lo que necesitamos hacer es
intepretar la direccién de memoria de este desplazamiento y comenzar a leer
la informacién de IFD. El ultimo campo de cada IFD contiene un valor de
desplazamiento para el IFD siguiente, si los hubiere. Si el valor de desplaza-
miento de cualquier IFD es 00h, entonces no hay mas imagenes que leer en
el archivo TIFF.

Las primeras rutinas creadas en lenguage C corresponden a validar si la
imagen de entrada es del tipo de formato TIFF, primero interpretando la ex-
tension del archivo de entrada como “.tif” y a continuacion, una vez validado
el paso anterior, interpretando la informacién contenida en el cabecero. Esto
es, validar el contenido de los bytes 2 y 3 del cabecero para comparar si los
valores que ahi se encuentran corresponden a 00h y 2Ah, respectivamente,
que identifican a la imagen como del tipo TIFF. Durante esta rutina de lec-
tura del cabecero se extraen los valores del tamafio de bits por pixel, longitud
y ancho de la imagen, el valor del offset hacia el primer IFD y direccién de
memoria del primer dato del mapa de bits de la imagen.

La rutina siguiente prepara un segmento de memoria para crear un arre-
glo con las dimensiones de los valores de longitud y ancho de la imagen,
con la finalidad de asignar los valores del contenido en el mapa de bits para
que sea posible trabajar con ellos y no directamente en la imagen original.
El esquema 5.4 ilustra la légica planteada en la lectura de las imégenes con
programacion estructurada.

A continuacién, una vez que se extrae la informacion de los datos conte-
nidos en el mapa de bits de la imagen original y se agregan al arreglo creado
con anterioridad, se procede a trabajar con las rutinas que implementan los

algoritmos de deconvolucién.

5.3.2.2. Programacion del Algoritmo de Filtro Wiener

En la programaciéon de las funciones que se encargan de realizar las ope-

raciones del primer algoritmo propuesto, el algoritmo de Filtro Wiener, se
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requiri6 la utilizacién de la libreria FFTW para simplificar los calculos de la
Transformada de Fourier. Como se explico en la secciéon 2.3.4.2., el operador
de convolucién se convierte en un operador de multiplicacién en el espacio

de Fourier. Retomando la ecuacién 2.11:

OTF

= A
CX o K

el objetivo de esta ecuacion es colocar en el arreglo F los datos en espacio
de Fourier resultantes de las operaciones descritas en ella, donde G es la
imagen obtenida, K un factor de correccién de ruido de la senal y la OTF a
la Transformada Optica de Fourier, que corresponde a la PSF en el espacio
de Fourier. El calculo de OTF para la implementacién del algoritmo se baso

en la siguiente ecuacion [19]:

2
OTF(f) = % arc cos <J{c> — ]ch 1 - (){C) (5.1)

donde f = /f2 + ny es la frecuencia radial en el espacio bidimensional de
Fourier {f;, fy }, v fo= 2AN/A. De acuerdo a la programacion de ésta rutina, el
usuario tendra que introducir los valores de AN y de A, la apertura numérica
v la ongitud de onda de la luz de entrada utilizadas en la adquisicién de la
imagen, respectivamente. Paralelamente, se asignan espacios en segmentos de
memoria para colocar los datos del espectro y fase que provienen del andlisis
de Fourier de la imagen en cuestion, posteriormente se llama a funciones de
escritura que permite visualizar esos datos en imigenes TIFF.

Una vez que se realizan los cilculos de los datos contenidos en los arreglos
matriciales de la ecuacién 2.11, se llama a la rutina que realiza el proceso de
la transformada inversa de Fourier utilizando las funciones de la biblioteca
FFTW. Una vez que se recogen los datos de esta nueva trsnformacion a
espacio real en un nuevo arreglo en la memoria, el siguiente paso es una rutina
de escritura de resultados en una imagen TIFF, con las caracteristicas de los

datos encontrados en el cabecero de la imagen original. El programa despliega



CAPITULO 5. IMPLEMENTACION Y EXPERIMENTOS 47

Algoritmo 5.1 Pseudocodigo Filtro de Deconvoluciéon Wiener.
Entrada:

g //Imagen Obtenida

AN //Apertura Numérica

A //Longitud de Onda de Exitacion

: Dados AN y A obtiene OTF con ecuaciéon 5.1.
: OTF*

|oTF|?
W= Hogﬁ;ﬂr( 7
7 {9}
F=Z{g} xW
. ~7 ()

: Escribe resultados en TIFF.

de acuerdo a ecuacion 2.11

CO ~J O Ut = W N~

el resultado en una ventana en la pantalla una vez que se termina el proceso
de deconvolcion para éste algoritmo. De igual forma, en el menu existe una
opcién que permite desplegar el dltimo resultado del dltimo proceso que se

haya efectuado.

5.3.2.3. Programacion del Algoritmo Richardson - Lucy

El bloque de programaciéon de este algoritmo toma como parametros de
entrada la imagen resultante del microscopio y una imagen PSF que se ajusta
al comportamiento del sistema éptico. La imagen PSF se encuentra alojada
en el mismo nivel de archivos que componen el ejecutable del programa y
sus archivos asociados.

Los procesos de convolucién que se implementan en la ecuacién 2.3 que
refiere a este algoritmo se llevan a cabo a través de multiplicaciones en el
espacio de Fourier, de manera similar al proceso del algoritmo del filtrado de
Wiener. Se programaron rutinas de transformacién independientes de éste
iltimo algoritmo para tal efecto.

El ntmero de iteraciones es definido por el usuario, ya que no hay control
de detencién por convergencia de los resultados.

La implementacién de éste algoritmo en nuestro trabajo no requiere de
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Algoritmo 5.2 Pseudocodigo Algoritmo de Deconvolucién Richardson -
Lucy.

Entrada:

g //Imagen Obtenida

h //PSF

1: para 6 < 0 hasta ©

2: (O = g Toma como imagen inicial a g.
3. F {f(e)} Tranformada de Fourier a f.
4:.F {h}Transformada de Fourier de h.

5: .7 {g}Transformada de Fourier de g.

6: h Matriz adjunta de h.

7. F {/_1} Transformada de la matriz adjunta de h.
8: L=7{fO} x 7 {h}

9: M =%{g}/L

10: N =M x .7 {h}

1:n=2"1{N}

12: FOFD — . 7O

13: Escribe resultado de f(®) en TIFF.

informacién adicional que pueda proporcionar el usuario en la interfaz de
usuario, ya que la imagen PSF debe ser alojada previamente al mismo nivel
en la carpeta donde se encuentra alojado el archivo ejecutable.

El resultado de la ultima iteracion pasa por un proceso de funciones que
se encargan de guardar los datos en una imagen TIFF de la misma manera

que en el proceso del algoritmo Wiener.

5.3.3. Programacién de la Interfaz de Usuario

La programacion de la interfaz de usuario se realizé con la ayuda de las
funciones de la biblioteca Qt, la cual tiene a C++ como base de progra-
macion. Los métodos contenidos en su Interfaz de Programacion de Apli-
caciones o API (del inglés Application Programming Interface) permiten a
nuestro desarrollo la manipulacién de archivos, la gestién de entrada y salida
de parametros y el manejo de otras estructuras de datos.

Asimismo, el entorno de desarrollo integrado utilizado fué Qdevelop. Al-
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Imagen \er Ayuda

Figura 5.5: Menu principal del programa.

gunas de las caracteristicas mas importantes son un editor con completa-
do de codigo y marcacién multicolor de sintaxis, un compilador integrado
(GCC, GNU Compiler Collection), un depurador (GDB, GNU Debugger) y

un constructor de interfaz grafica (Qt4).

5.3.4. Manejo del software

La interfaz de usuario de la aplicacion se conforma de los siguientes me-

nus, tal y como se observa en la figura 5.5:

= Imagen: En este ment estan las funciones que permiten abrir la ima-
gen de interés, en donde se selecciona la imagen en formato TIFF y se
despliega en pantalla, as{ como la opcién de salir que cierra la aplica-

cion.

= Ver: Contiene funciones para visualizar las imégenes a mayor detalle,

como por ejemplo una funcién de zoom.

= Proceso: En este mend es donde se encuentran las funciones de pro-
cesamiento de iméagenes, tales como la transformada de Fourier, los
algoritmos de deconvolucién Wiener y Richardson -Lucy (MLE) que se

proponen en esta tesis.

= Ayuda: Contiene archivos de interés que guian en los procedimientos

de uso de la aplicacién.

La ventana de despliegue se componen de los siguientes elementos, como

se muestra en la figura 5.6.
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AL Imagen Original v ) (%

Figura 5.6: Ventana de despliegue de la aplicacion.

= Contenedor de la imagen: Es donde se muestra la imagen abierta

que se desea procesar.

= Slider: Este elemento tiene como funcién desplegar una imagen en un

stack de iméagenes y permitir su procesamiento.

= Numerador de imagenes: Este elemento nos muestra la posicion que
ocupa la imagen TIFF en el stack, al cambiar su posicién la imagen

cambia.

= Botén de guardar: Este botén permite guardar la imagen mostrada

en una ubicacién desada de la computadora.

La ventana de resultado contiene los elementos del contenedor de la ima-
gen y también un botén que permite guardar el resultado en una ubicacién
deseada en la computadora, tal y como se observa en la figura 5.7.

En la imagen 5.8 se puede apreciar la interfaz de usuario del software

terminado. Se aprecia la ventana principal y dos ventanas asociadas al tér-
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Figura 5.7: Ventana de resultados.

mino de un proceso de deconvolucién, una indica la imagen original y la otra
muestra el resultado de uno de los dos métodos. Las imagenes se encuentran
escaladas a la mitad de su tamaro, para efectos de comparar de mejor ma-
nera los resultados en pantalla, aunque cada ventana tiene la opcién de ser

visualizada en su tamaiio original.

5.3.5. Pruebas

Para probar nuestro desarrollo se hicieron varias ejecuciones en ambos
métodos, con imégenes tanto artificales como las proporcionadas por el Ins-
tituto de Investigaciones Biomédicas, descritas con las caracteristicas vistas
en la seccién 5.2.

El primer paso de éstas pruebas era verificar el correcto funcionamiento
de las transformadas de Fourier que se realizaban a los datos obtenidos de
las imagenes. Esta verificacion se obtuvo mediante el uso de imagenes mera-

mente artificiales. Se construyeron imagenes en formato TIFF con tamanos
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Figura 5.8: Imagen que describe el software de deconvolucién en funciona-
miento.
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A B

Figura 5.9: (A) Imagen artificial de 256 x 256. (B) Espectro de Fourier.

de 128 x 128, 256 x 256 y 1024 x 1024 pixeles con elementos ordinarios co-
mo puntos blancos en el centro o lineas paralelas dentro de las mismas, con
fondos negros , sabiendo que el resultado de su espectro y fase son comporta-
mientos conocidos. Para efectuar estas pruebas, se compararon los resultados
obtenidos en nuestra implementacién con otros que se obtuvieron a partir
de los programas ImageJ y Matlab. En la figura 5.9 se aprecia una imagen
artificial (A) y su correspndiente espectro de Fourier (B), respectivamente.
Nuestro programa permite al usuario obtener en pantalla los resultados de
ésta transformacion y guardarlos en la computadora mediante una funcién
contenida en el mentu de la interfaz.

Las muestras obtenidas en el laboratorio con el microscopio confocal Zeiss
LSM 5 con el “pinhole” abierto permitié que la luz penetrara las 30 micras de
grosor (plano axial) en la muestra, con el objeto que las imégenes tuvieran
las caracteristicas de las que se obtienen con un microscopio de epifluores-
cencia. Se lograron obtener 3 imégenes de este tipo para efectos de pruebas.
Posteriormente, se obtuvieron 14 imagenes de control con el microscopio con-
focal del mismo tipo de muestra, en el mismo plano axial. Este tltimo grupo
de imagenes permitieron comprobar si el resultado de nuestras ejecuciones
podia suprimir la luz que se encontraba fuera de foco de las primeras tres.

Los resultados se observan en las imagenes 5.10, 5.11 y 5.12.
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Figura 5.10: Imagen obtenida.
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Figura 5.11: Deconvolucién con Filtrado de Wiener de la figura 5.10.
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Figura 5.12: Deconvolucién con MLE, algoritmo Richardson - Lucy de la
figura 5.10.
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Figura 5.13: Imagen de control obtenida con microscopio confocal sobre el

mismo tipo de muestra.



Capitulo 6

Discusion de Resultados y

Conclusiones

La técnica de microscopia de fluorescencia ha encontrado muchas apli-
caciones incluyendo el seguimiento de la dindmica de muchos procesos ce-
lulares. Permite entre otras cosas la identificacién de colocalizacién de 2 o
mas marcadores de estructuras celulares, es decir el sobrelapamiento total o
parcial de la distribucién fisica de poblaciones moleculares dentro de un volu-
men tridimensional. Hemos visto que las imégenes obtenidas con microscopia
epifluorescente sin deconvolucién como herramienta para su analisis poste-
rior tiene muchas limitaciones. Sufren de una distorsiéon como resultado de
la luz que se encuentra fuera del foco en la formacién de la imagen dentro
del sistema 6ptico del microscopio.

De acuerdo a los resultados observados, y con base en las caracteristicas
mencionadas en el presente trabajo, enlistamos a continuacién las ventajas
v desventajas de los dos métodos implementados.

En primer lugar, podemos mencionar que el algoritmo que tuvo mayor
desempeno en el proceso de deconvolucién es el algoritmo Richarson - Lucy,
va que se observé que es el método que mejora la visualizacién al separar en
mayor medida la luz que se encuentra fuera de foco en la imagen adquirida.
Una de las desventajas que se observaron en el método Wiener es que es

necesario la adquisicién de una buena aproximacién de la PSF del microsco-

o8
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pio, lo cual resulta complicado teniendo en cuenta que muchas de la formas
de adquirirla no son practicas. Durante este proceso se observé que muchas
de las expresiones matematicas que arrojan una PSF teérica no mejoraron
de manera satisfactoria la visualizacion de la imagen ideal, ya que depende
mucho de condiciones especiales de acuerdo a sus autores, y ello limita su
grado de acciéon como es el caso. Ahora, el método de Richardson - Lucy, si
bien ejecuta la deconvolucién en un mayor tiempo, tiene la ventaja de que
el usuario no necesita conocer a fondo la PSF utilizada, ya el método realiza
ese calculo de manera inherente.

La deconvolucién es un método de restauracion computacional que pro-
porciona un medio alternativo de restaurar imagenes con problemas como los
que se discutieron anteriormente. A diferencia de las técnicas de microscopia
confocal, que elimina fisicamente la informacion sobre las emisiones fuera de
foco por medio de un “pinhole”, la deconvolucién proporciona un método de
procesamiento matematico en el que los calculos de los datos de las image-
nes adquiridas reasignan la luz difractada a su ubicacion original. Ademés,
siendo un método computacional, muchos algoritmos de deconvolcién se en-
cuentran ahora al alcance de cualquier laboratorio. El procesamiento puede
efectuarse en casi cualquier computadora personal, en un periodo de tiempo
tan corto como unos pocos milisegundos a unas pocas horas, dependiendo
del tamafio de la adquisicién y el algoritmo de deconvolucién utilizado.

Los criterios de evaluacién del software se basaron en los siguientes fac-

tores:

= Mantenibilidad. El esfuerzo requerido para localizar y corregir fallas.
= Flexibilidad. Facilidad para realizar cambios.

= Testeabilidad. Facilidad para realizar el “testing”, para asegurarse que

el programa no tiene errores y cumple con los objetivos planteados.

= Portabilidad. El esfuerzo requerido para transferir entre dististos am-

bientes de operacion.

= Confiabilidad. La capacidad del programa de responder ante situa-

ciones inesperadas.
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= Eficiencia. Uso de los recursos como los tiempos de ejecucién y la

memoria de ejecucion.

= Usabilidad. La facilidad de operacién del programa por parte de los

usuarios.

En cuanto a los dos primeros factores mencionados, mantenibilidad y flexi-
bilidad, podemos argumentar que la composicién del programa se basé en la
compilacién de funciones y rutinas especificas, para tener un mejor control
del flujo de datos y asimismo tener la capacidad de observar y corregir fallas
sin necesidad de intervenir o comprometer la programacion de otras funcio-
nes. En lo referente a la programacion modular, se necesit6 la compilacién de
52 archivos de funciones con extension “.c”, mas 3 archivos de cabecera con
extension “.h” que contienen las definiciones de todas las funciones y llama-
dos a las bibliotecas usadas en la implementacion de este software. Ademas,
se crearon 21 archivos con extensiéon “.cpp” para las rutinas de ligamiento de
la programacién modular con la interfaz grafica, 18 archivos con extension
“h” para las definiciones de las funciones de la programaciéon de la interfaz
grafica y 7 archivos con extensiéon “.ui” relativos a métodos de construccién
grafica de Qt.

El factor de testeabilidad se concentr6 principalmente en la parte de la
programacion modular, antes de enlazarla con la interfaz grafica.

En cuanto a la portabilidad del software, solo ha sido posible probarlo en
sistemas operativos linux Kubuntu y Ubuntu. No se descarta la posibilidad
de crear en un futuro versiones alternas para otros sistemas operativos.

En la parte que corresponde a la confiabilidad del programa, podemos
afirmar que es altamente estable, ya que desde la etapa de la programacion
modular se atendieron todas las alertas que se generaron durante la compi-
lacién. Durante la etapa de pruebas se realizaron numerosas ejecuciones de
los métodos a las imagenes de prueba y nunca se presentaron problemas de
utilizacién de memoria o algunos otros asociados al sistema operativo.

El programa tiene buen desempefio en cuanto a la utilizacién de la memo-
ria y también se refleja su eficiencia en el tiempo de ejecucién de los procesos,

la cual es bastante aceptable teniendo en cuenta el nimero de operaciones
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que tienen que hacer de acuerdo a lo planteado por los algoritmos, sobre
todo el método iterativo del algoritmo Richardson - Lucy.

El contenido de este trabajo podra estar al alcance de cualquier persona
interesada en su utilizacién, o bien como consulta para desarrollos similares

o mejoras posteriores al programa implementado.
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