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RESUMEN

Este articulo presenta el uso de técnicas de adquisicion y procesamiento imagenes multi-espectrales para el anali-
sis de tejido biologico, especificamente cardiovascular. Se presentan diferentes tipos de arquitecturas, tales como
los basados en filtros de interferencia y los que no requieren el uso de estos filtros. También se presentan ventajas
y desventajas de ambos sistemas, asi como técnicas para la calibracion del color y fuentes de ruido. Ademas, se
presentan dos tipos de técnicas de procesamiento de imagenes biologicas: analisis de componentes principales
(PCA) y analisis de componentes independientes (ICA). Estas técnicas se han utilizado en el analisis de imagenes
biologicas tales como piel humana y tejido gastrico. Sin embargo, y hasta nuestro conocimiento, dichas técnicas
no han sido ampliamente utilizados en el analisis de tejido cardiovascular, de modo que se hace un enfoque espe-
cial en este tipo de tejido. Como resultado, se encontrd que los métodos de PCA e ICA permiten la obtencion de
imagenes con una mejor definicion de la morfologia del tejido cardiovascular.

Palabras claves: tejido cardiovascular; analisis de componentes principales (PCA); andlisis de componentes
independientes (ICA)

ABSTRACT

This article presents the use of multispectral acquisition and processing techniques in the analysis of biological
tissue, specifically cardiovascular one. Different kinds of architectures are presented, like those based on interfe-
rence filters and those that do not require the use of such as filters. Advantages and disadvantages of both systems
are also presented, as well as techniques for color calibration and sources of noise. Also, two kinds of image
processing techniques in biological images are presented: Principal Component Analysis (PCA) and Independent
Component Analysis (ICA). Those techniques have been used in the analysis of biological images such as human
skin, and colon. However, and up to our knowledge, those techniques have not been widely used in the analysis
of cardiovascular tissue, so that special focus is done in this specific application. As a result, it is found that PCA
and ICA methods allow obtaining images with a better definition of cardiovascular tissue morphology.

Key Words: cardiovascular tissue; principal component analysis (PCA); independent Component Analysis (ICA).
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INTRODUCCION

Las imagenes multiespectrales estdn basadas en la ad-
quisicion de espectros de reflectancia por medio de
dispositivos optoelectronicos (1). Este tipo de iméage-
nes se estan aplicando ampliamente en el estudio de
tejidos biolodgicos, de alli que Jolivot, Vabres y Mar-
zani desarrollaron un equipo para el estudio de enfer-
medades cutaneas y cancer (2); Nakappan y su equipo
implementaron una metodologia de colposcopia en
tiempo real para la deteccion del papiloma humano
(3); Orfanoudaki y sus colaboradores emplearon ima-
genes multiespectrales para el estudio de biopsias de
cuello uterino (4). También han resultado efectivas en
la deteccion de tlceras y lesiones malignas en el sis-
tema digestivo.

Actualmente las imagenes multiespectrales no son
empleadas en el diagnostico clinico de patologias car-
diovasculares, aunque existen investigaciones acerca
del tema, no han logrado trascender del area académi-
ca, seglin estas es posible evidenciar un alto contraste
entre los tejidos, posibilitando la obtencion de nuevas
imagenes del corazon o vasos sanguineos (5) (6). Este
trabajo se desarrolla encaminado a lograr que las ima-
genes multiespectrales lleguen a satisfacer necesida-
des diagnosticas que las herramientas convencionales
no alcanzan a cubrir.

MATERIALES Y METODOS

A. Materiales: sistemas de adquisicion de image-
nes multiespectrales

1) Reflectancia de la luz: cuando una luz interactia
con un objeto pueden suceder tres cosas: la luz puede
ser absorbida, reflejada y/o transmitida a través del
objeto; todo depende del tipo de material y sus pro-
piedades.

2) Sistemas de Adquisicion de imagenes multies-
pectrales: un sistema multiespectral se compone de
un hardware y un software. El conjunto de elementos
que figuran en el hardware se presenta en la figura 1.
El sistema consta de seis etapas que preferiblemente
se deben disponer en un sitio estable para evitar al-
teraciones externas: A) Una fuente de luz encargada
de dar la energia al sistema. En el caso de la figu-
ra 1, la luz blanca predispone los rangos visibles. B)
Un sistema de lentes para colimar la luz que permite
la disposicion de una fuente de luz plana. C) Un fil-

tro cuya funcion es dejar pasar solo la componente
espectral con la cual se desea iluminar el objeto. D)
Una muestra del objeto dispuesto para la toma de su
respectiva imagen. E) Un sensor con la capacidad de
capturar la imagen. F) Un computador para proceder
al tratamiento de la imagen.

Figura 1. Sistema basico de adquisicion de imagenes
donde A) es la fuente de luz, B) El arreglo de lentes que
coliman la luz, C) Filtro, D) Muestra, E) Camara y F) Com-
putador

Los filtros interferenciales son un elemento impor-
tante a la hora de montar un sistema multiespectral
porque de estos filtros dependeran los resultados que
se obtengan a la hora de tomar la imagen. Especifica-
mente, los filtros permiten captar la imagen del objeto
a una longitud de onda especifica. Sin embargo exis-
ten otros dispositivos, diferentes a los filtros, capa-
ces de variar las longitudes de onda de otras maneras
como se vera mas adelante. A continuacion se pre-
sentan algunos ejemplos de sistemas de adquisicion
de imagenes que han sido utilizados en estudios cien-
tificos, cuya principal direncia entre el uno y el otro
radica en el método de filtrado.

a) Mansouri, A., Marzani, F., Hardeberg, J., and
Gouton, (7), utilizan un sistema de adquisicion de
imagenes espectrales muy similar al de la figura 1,
el unico elemento que es reemplazado es el corres-
pondiente al literal C por 9 filtros de facil acceso que
varian entre 400 y 1000 nm, para abarcar toda la gama
que el sensor de la camara predispone. Cada uno de
estos filtros ocupa una longitud de onda de aproxima-
damente 65nm y su movimiento es controlado desde
el computador.

b) Existe un sistema de adquisicion de imagenes que
se caracteriza por tener un filtro LCTF (Liquid crystal
tunable filter) que sintoniza longitudes de onda segiin
lo especifique su software; quiere decir que se con-
trola por computador. Este filtro funciona gracias a
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que posee placas de cristal liquido conmutables. Exis-
ten filtros como estos que solo contienen los colores
RGB, de alli en adelante existen otros que pueden lle-
gar hasta sintonizar longitudes de onda en el lejano in-
frarrojo.Un ejemplo de un sistema de adquisicion de
imagenes multiespectrales donde se utiliza este filtro
es el que fue implementado por J.Y. Hardeberg, et al
(8), el cual al igual que en el ejemplo anterior solo se
reemplaza el literal C de la figura 1 por el filtro LCTF
sintonizable desde 400 nm hasta 720nm via electroni-
ca por su interfaz RS-232.

¢) “OL 490 Agile Light Source”, es un artefacto capaz
de sintonizar longitudes de onda desde 380nm hasta
780 nm en el rango visible, y de 760nm hasta 1600
nm en el cercano infrarrojo, todo mediante un arreglo
de micro espejos en su interior. El proceso que realiza
al interior inicia desde una fuente luminica de Xeno6n
de 500 W, la cual tiene su respectivo sistema de en-
friamiento. Esta luz se colima para llegar a un difrac-
tor que divide la luz blanca en distintas longitudes de
onda enfocandolas hacia el arreglo de micro espejos.
Una vez en esta parte, dependiendo de la orden que se
haya dado desde el computador, los espejos se alinean
de tal manera que solo salga la Iuz con la longitud
de onda seleccionada. Este resultado se enfoca nueva-
mente mediante unos lentes de modo que llegue hasta
la guia de luz que mostrara la longitud de onda sinto-
nizada en el exterior. La Figura 2 representa un disefio
esquematico del interior del OL 490.

d) David T. D., et al (9) Realizaron un estudio en Lan-
das donde deseaban diferenciar la piel sana de la piel
con melanoma. Para esto se implementd un sistema
de adquisicion de imagenes hiperespectrales, donde
el objeto encargado de dar las diferentes longitudes
de onda fue un prisma dentro de un sistema de adqui-
sicion llamado PARISS (Prism and Reflector Imaging
Spectroscopy System).
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Figura 2. Estructura esquematica interna del OL 490 don-
de: A) Fuente luminica de Xenon de 500W. B) Colimacion
de la luz C) Difraccion de luz blanca. D) Arreglo de micro
espejos. E) Focalizacion de luz filtrada. F) guia de luz.
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Como se puede notar, en el rectangulo verde (figura
3), el sistema PARISS contiene una gran cantidad de
elementos que hacen una adquisicion espectral mu-
cho mas exacta. El sistema consiste en someter el te-
jido ante una luz halégena que se reflejara hacia el
objetivo de microscopio. De alli pasara por el prisma
con una longitud de onda especifica, la luz pasara a
un arreglo de espejos donde se hace llegar la imagen
y la longitud de onda hasta el sensor CCD y hasta el
espectrofotometro. Esos datos se almacenan en una
memoria interna de PARISS que se hace llegar has-
ta el computador para el tratamiento de imagenes. El
software utilizado para este tratamiento y para la ma-
nipulacion del sistema fue Zeiss Axioskop (Carl Zeiss
Microimaging, Thornwood, NY). El sistema debe
realizar un barrido por toda la imagen para concatenar
la serie de imagenes tomadas, ya que estas son muy
pequetias para abarcar todo el tejido.

PARISS

— |
Figura 3. Sistema de adquisicion de imagenes multiespec-

trales utilizado por David T. D., et al (9), donde: A) Fuente
de luz, B) Muestra, C)Objetivo de microscopio, D) Prisma,
E) Espejos internos, F) Camara CCD, G) Espectrofotome-
tro, H) Mdédulo de Adquisicion de datos PARISS, i) Com-
putacion encargada de controlar el sistema.

e) D. Duque y J. Garzon (10). utilizan un sistema en
arquitectura confocal. La Figura 4 representa el es-
quema implementado por ellos.

El proceso realizado por este sistema inicia desde una
fuente de luz que llega a un arreglo de lentes encarga-
dos de colimar la luz. Una vez el haz de luz es plano
se hace llegar al Beam Spliter pasando por tres espe-
jos que direccionan el haz. Finalmente la luz pasa por
un lente de Fresnel (que asigna una longitud de onda
especifica), asi se refleja la luz en el objetivo para lle-
gar al espectrofotometro.

B. Métodos de procesamiento de imagenes: ICA 'y
PCA

1) Componentes del tejido cardiovascular: para
realizar un analisis multiespectral del tejido cardio
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Figura 4. Sistema confocal implementado por D. Duque y
J. Garzon donde la salida de la fuente de Iuz es colimada y
dirigida por varios espejos para pasar por un beam spliter y
al lente de Fresnel que dejara salir una longitud de onda que
iluminara la muestra y llegara al espectrofotometro para ser
medida. Imagen tomada de D. Duque y J. Garzon (10).

vascular y conocer como la luz interactiia con este
tejido, es necesario conocer las firmas espectrales de
cada componente de éste. Entre los componentes en-
contramos la hemoglobina oxigenada, hemoglobina
desoxigenada, metahemoglobina y Beta-caroteno.
La figura 10 (11) contiene las firmas espectrales de
dichos elementos. Esto con el fin de verificar que el
cambio en las imagenes multiespectrales sea correcto
al variar las longitudes de onda incidentes sobre el
tejido. El uso de estas componentes sera de utilidad al
momento de utilizar los algoritmos ICA (Analisis de
Componentes Independientes).
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Figura 5. Coeficiente de extincion molar de: a) Hemoglo-
bina desoxigenada, b) Hemoglobina oxigenada, c) Metahe-
moglobina y d) Beta-caroteno. Imagen tomada de Eivind
etal (11).

2) Principal Components Analysis (PCA): PCA es
una técnica que permite la descomposicion de una se-
fial o imagen en sus principales componentes. PCA
esta basado en un analisis estadistico, donde de una
matriz de covarianza los eigenvalores y eigenvectores
son calculados. De estos valores, los mayores corres-
ponden a las principales componentes de la sefial.

3)Andlisis de Componentes Independientes (ICA):
El método ideal para estimar un modelo ICA es la me-
dida de no-gausianidad. El método clasico para medir
no gausianidad es el método de Kurtosis. El algoritmo
utilizado para ICA es el método Fast Ica. Dicho algo-
ritmo requiere de un paso previo de “whitening” de la
sefial a descomponer. Luego, un método iterativo es
implementado, el cual es presentado a continuacién:

1. Selecciones un vector de valores aleatorios inicial
w.

2.w+=E{xgwTl'x)}—-E{g0(WT x)}w

3. w=wt/kwtk

4. si no hay convergencia regrese al paso 2.

RESULTADOS

A. Calibracion espectral de sistemas de adquisi-
cion de imagenes multiespectrales

Se realizd la calibracion de blancos tomando como
patron una muestra de teflon, de esta forma se ajus-
taron para cada longitud de onda los parametros de
apertura del diafragma y tiempo de exposicion de la
camara. Obteniendo asi las imagenes de la figura 6.

Para la calibracion del negro se capturd una imagen
(figura 7) tapando completamente la lente de la cama-
ra. Asi se logrd conocer el nivel basal de la camara, es
decir, el ruido intrinseco de la misma.

B. Procesamiento de imagenes:

Las muestras bioldgicas se tomaron de un corazon
vacuno bajo medidas y cuidados especificos para la
manipulacion y desecho de material ex-vivo.
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(e)
Figura 6. Imagenes de calibracion de blancos. (a) 436 nm.
(b) 520 nm. (c) 546 nm. (d) 578 nm. (e) 650 nm. (f) 705

nm.

(a) (b)
Figura 8. (a) Muestra de aorta vacuna. (b) Sistema de ad-
quisicion de imagenes multiespectrales.

a).Mediante PCA, se calcularon 3 componentes prin-
cipales de las imagenes adquiridas (Figura 9(a) ). Es-
tas dan cuenta de la microestructura de una secciéon
longitudinal de la aorta, especificamente de la tinica
intima, que se encuentra formada principalemete por
una capa de células epiteliales aplanadas sostenidas
por una gruesa capa de fibras elasticas.

compongts 1

componente 1

1] 100 0

compongnts 2

1 100 150

componente 3

pinels

Figura 7. Calibracion del negro, nivel basal de la camara.

(a) (b)

a). Sistema en configuracion con filtros interferen-
ciales: e SR o
Con este sistema (figura 8) se obtuvo un grupo de | ||I N T jﬂ' I / '
imagenes multi-espectrales de una muestra de teji- | | / \ [ v \
do de la capa interna de la aorta. Las longitudes de | | / T \ / w f

onda utilizadas para dicha adquisicion fueron las si- | '1 T | \
guientes: 436nm (FWNM 8.94nm), 520nm (FWNM || / 4N |
40nm), 546nm (FWNM 8.3nm), 578nm (FWNM .. \/ ' A \ ! \
6.72nm), 650nm (FWNM 40nm) y 705nm (FWNM | / ' \ \
239nm). Dichas imagenes fueron procesadas por me- = % 7 7 T T o mom o LT

dio de algoritmos, PCA. A continuacion se presentan  Figura 9. Procesamiento de las imagenes. (a) PCA. (b)
los resultados obtenidos: ICA. (c) Mapas de concentracion.

EH
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b). Empleando el algoritmo ICA, se calcularon tres
componentes de la muestra de aorta (figura 9b), junto
con sus respectivos mapas de concentracion (figura
9¢).

CONCLUSIONES

A partir del uso de filtros interferenciales, se logrd ob-
tener un sistema de adquisicion de imagenes multies-
pectrales de tejido aortico vacuno con calibracion es-
pectral. Se implementaron algoritmos de PCA ¢ ICA,
donde el primero permiti6é observar la orientacion de
las fibras elasticas que son las predominantes en este
tejido. En el ICA, dado que el espectro de reflectan-
cia de un tejido biologico puede observarse como la
combinacion lineal de la reflectancia de cada uno de

los componentes que hacen parte del mismo, la figura
9¢ da cuenta de los componentes implicitos en el teji-
do cardiovascular. Dichos componentes pueden estar
relacionados con hemoglobina, lipidos, caroteno, co-
lageno y elastina. Este estudio tedrico y practico apor-
ta en el sentido de lograr un nuevo camino hacia el
desarrollo de una herramienta diagndstica en el area
cardiovascular.
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