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1. INTRODUCCION

La histologia es una parte de la Biologia que se encarga del estudio de los
tejidos corporales asi como la manera de su organizacion para constituir los
organos [1]. Su estudio no se limita Unicamente a los aspectos morfolégicos
tisulares, también establece la relacion con su funcion. Este estudio se realiza a
través de preparados histologicos, donde la observacion se realiza mediante el
uso de medios de contraste (sustancias colorantes) que aprovechan las
caracteristicas quimicas y la afinidad de los tejidos hacia ellos, para realzar
visualmente las zonas de interés de una muestra histopatologica. Los
colorantes &cidos presentan afinidad por los componentes basicos (alcalinos)
del tejido, mientras que los colorantes basicos tienen afinidad por los
constituyentes acidos del tejido, estas propiedades permiten la tincién selectiva
de células y de otros componentes tisulares [2]. Debido a su costo accesible y
a la facilidad de su procesamiento, se considera la Hematoxilina-Eosina (H-E)
como el método de tincion mas utilizado (de rutina) [3]. Sin embargo, esta
técnica presenta algunas desventajas: no todos los tejidos muestran afinidad
por este tipo de tincidbn como: aparato de Golgi, neuronas y fibras elasticas [4],
ademas las muestras tincionadas presentan variaciones cromaticas. Esta
altima puede ser ocasionada por el procesamiento inadecuado de la técnica de
coloracion, que depende esencialmente del histotecnélogo, quien afade la
cantidad de colorante, segun “criterio propio”, convirtiendo esta técnica en un
evento "ojo dependiente”, que conlleva al desecho del material histolégico

debido a la imposibilidad de realizar una observacién adecuada.

Las alteraciones crométicas y la subjetividad en la observaciéon del material
histopatolégico generan variabilidad en los resultados cuando las muestras son
analizadas sistematicamente por uno o varios observadores. Estudios previos
[5] [6] [7] muestran que la concordancia ejercida por patdlogos en el
diagnéstico de lesiones de Mucosa gastrica es muy baja, entre 38.8 'y 71.1%
[8]. Para mejorar estos resultados se sugiere utilizar otro tipo de tinciones como
Warthin-Starry, Giemsa y Genta y la Inmunohistoquimica, sin embargo estos

meétodos son dispendiosos y costosos para ser usados rutinariamente.
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Actualmente, en el analisis Histoldgico se utilizan técnicas de procesamiento
digital de imagenes, que permiten distinguir de manera automatica: los
componentes de los preparados histolégicos [9]; hacer conteo celular [10];
clasificar e identificar grupos especificos de células [11] y otras tipos de
funciones de acuerdo a los requerimientos. Para obtener estos resultados las
imagenes deben tener una calidad predefinida y cumplir con ciertas
condiciones como el brillo y contraste, para que el procesamiento digital sea
eficiente. Existen diferentes técnicas para mejorar el contraste de las imagenes
de manera digital, tales como: basados en pixeles [12], basados en el
histograma [13], sustraccion de imagenes [14], promedio de imagenes [15] y

filtrado de imagenes [16], entre otras.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la visualizacion de muestras histologicas existen diferentes parametros que
permiten una observacion y un analisis adecuado. Uno de los principales
parametros es el contraste de la imagen que usualmente se logra mediante el
uso de coloraciones (método quimico) y/o a través de métodos fisicos,
haciendo uso de complementos como filtros Opticos y/o control de la
iluminacion. Los filtros de colores (rojo, verde y azul) se ubican entre la fuente
de luz y la muestra para restringir el paso de ciertas longitudes de onda
(colores) y analizar la muestra en un color especifico, determinado por el color
del filtro utilizado. El aumento del contraste se da por la diferencia de color de
la zona de interés y el de la iluminacién [17]. A pesar de que este método es
usado de forma comun se limita en la cantidad de colores que pueden ser
usados como filtros, ademas cada filtro tiene un costo elevado. Sin embargo,
desde la época de Newton se afirma que el contraste puede ser mejorado
utilizando la llamada "teoria de los colores complementarios" [18], la cual no se
ha tenido en cuenta en la reproduccion de los colores para cambiar los filtros
de colores habituales. Esta teoria plantea que para cada color dispuesto en el

circulo cromético de Newton, existe otro color opuesto, que se encuentra a
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ciento ochenta grados (180°) y que al ubicarlos de manera adyacente maximiza
el contraste entre ellos [19].

De acuerdo a lo anterior surge la siguiente pregunta ¢Qué utilidad brinda la
teoria del color complementario para mejorar el contraste de una imagen digital

adquirida a partir de un preparado histologico?

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Desarrollar un sistema o6ptico digital que permita aumentar automaticamente el
contraste de las diferentes areas de interés que se desean analizar en una
muestra histolégica, tanto de manera visual como a través de técnicas de vision

artificial, para asi ser procesada digitalmente con mayor facilidad.

1.2.2 Objetivos Especificos
e Desarrollar un algoritmo matematico que le permita a un sistema digital
reproducir en forma aproximada los colores del espectro visible.
e Comprobar de manera cuantitativa la teoria de colores complementarios
y estudiar su aplicacion en el procesamiento digital de placas
histoldgicas.
e Evaluar la factibilidad de implementar dicha aplicacion en ambiente

académico universitario.

1.3 DESCRIPCION METODOLOGICA

Para el cumplimiento del objetivo general, el presente proyecto se basoé en el
método cientifico experimental, dividiéndose en cuatro fases: identificacion de
requerimientos, disefio, implementacion del prototipo hardware y algoritmos, y
validacion y pruebas, como se muestra en el diagrama de bloques de la figura
1.1.
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METODOLOGIA

Formulacidn Disefio Implementacidn Validacion

comprobacion de la
tearia del color
complementario y

esquematizacion

Identificacion de los modular y seleccion construccion del

de materiales para la
construccidn del
prototipo

requerimientos del
usuario

prototipo y desarrollo
de algoritmos

pruebas del
funcionamiento del
prototipo

Figura 1.1 Disefio metodolégico

En la etapa de formulacion se establecieron los requerimientos del prototipo,
para generar en forma aproximada los colores del espectro visible, mediante un
algoritmo matematico. De acuerdo a estas especificaciones, se disefid un
prototipo hardware de generacién de color y un conjunto de algoritmos que
permitiera recrear y calcular el color complementario a partir de un color dado,
de manera que realce el contraste en muestras histologicas. En el capitulo tres
se describe el listado de requerimientos, las etapas seguidas en la
construccion del prototipo hardware y se detalla el algoritmo para la generacion
de color y calculo del respectivo color complementario, lo cual corresponde a la
fase de desarrollo. Por su parte, la fase de evaluacion y pruebas consistio en
el planteamiento de una metodologia para comprobar de manera cuantitativa la
teoria del color complementario y el uso de esta iluminaciébn en placas
histoldgicas. Por ultimo, se describe el protocolo de validacion que se usé para
medir el grado de aceptacion en un ambiente clinico — académico. Los
resultados de la aplicacion de esta metodologia se presentan en el capitulo
cuatro.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 INTRODUCCION

En este capitulo se presentan los fundamentos conceptuales que definen las
principales técnicas de los diferentes preparados histolégicos. A su vez, se
describen los principios fisicos relacionados con la teoria del color: como se
forma; modelos matematicos existentes para su representacion; descripcion de
componentes basicos; color complementario y sus propiedades. A
continuacion, se exponen los principales antecedentes de este tema de

investigacion.

2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Técnicas de Tincion de Preparados Histoldgicos

Al descubrirse el “mundo de los tejidos” y la necesidad de observarlo mediante
el recién desarrollado microscopio, surgio la dificultad de poder distinguir de
manera eficaz, unas estructuras de las otras [20]; para solucionar esto se
desarrollaron medios de contraste que permitieron mejorar la visualizacion de
los preparados histolégicos. Al mejorarse el contraste cromatico entre las
diferentes estructuras de la muestra, es posible observar zonas de interés, que
inicialmente no eran observables; este proceso se conoce como técnica de
tincion. Existen diferentes técnicas de tincién de tejidos utilizadas en histologia

[21], dentro de las mas comunes estan las siguientes:

2.2.1.1 Hematoxilina-Eosina

A nivel mundial, la coloracion con Hematoxilina-Eosina [22] es la técnica de
tincion rutinaria de los laboratorios de histopatologia, es una tincion general,
gue tifie todas las estructuras tisulares buscando aumentar el contraste de los
tejidos. Es considerada como la tincion mas util para el estudio de material
biolégico debido a su fiabilidad, precio y facilidad de uso. Su principio
fisicoquimico se basa en la afinidad que tienen los componentes celulares por

la Hematoxilina y por la Eosina. La Hematoxilina es un colorante natural, que
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se obtiene de una leguminosa de América Central, el “palo de Campeche”

3l

(Figura 2.1), tifie de color azul al nucleo celular.

Figura 2.1 Palo de Campeche

Mientras que la Eosina es un colorante artificial, derivado de la fluoresceina,
tife de color rosado al citoplasma de la célula. Un ejemplo de este tipo de

tincion se muestra en la Figura 2.2.

Coloracnorj con Coloracién con Coloracién
Hematoxilina Eosina Hematoxilina-Eosina

Figura 2.2 Coloracion con Hematoxilina-Eosina. Tomada de Ross-Pawlina

2.2.1.2 Tincién Tricromatica

Es una técnica de coloracion especial que permite visualizar claramente las
fibras de colageno, el tejido muscular y los nacleos celulares [23]. Esta técnica
emplea tres coloraciones que se clasifican en: colorantes nucleares (laca de
hematoxilina férrica), colorantes citoplasmaticos (acido picrico, naranja G,

naranja de metileno ponceau de xilidina, escarlata Biebrich, azofloxina) y
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colorantes para el tejido conectivo (fucsina &cida, azul de anilina, verde luz SF)
Figura 2.3. Los colorantes se seleccionan dependiendo del tipo de tricromico
requerido [24].

Figura 2.3 Tincion Tricromico. Se observa: (a) las fibras musculares de color rojo, (b)
las fibras colagenas de color cian (verde-azul) y (c) los nucleos negros.
Tomada de http://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/protocolos

2.2.1.3 Tincion Papanicolaou

Es un método de tincidn que tiene cuatro colorantes y es la técnica de
coloracion més utilizada en el estudio de material citolégico, ideal para la
deteccion precoz del cancer de cérvix uterino (figura 2.4). Puede ser utilizada
en la tincidbn de otros especimenes citoldégicos como: orina, esputo, liquido

cefalorraquideo. [25].

a. b.
Figura 2.4 Tincién Papanicolaou. a) Célula normal y b) Célula con cancer
Tomado de http://www.femsalud.com.mx/informacion9.html
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2.2.1.4 PAS (Acido Peryodicode Schiff)

Es una técnica de caracter histoquimica que tiene como objetivo poner de
manifiesto la existencia de una molécula o familia de moléculas de hidratos de
carbono, solos, o combinados con proteinas, presentes en una seccion
histolégica y ademas permite estudiar la distribucion tisular [21]. Ante la
presencia de moléculas de hidratos de carbono, reacciona y se tifie de rosa
intenso (Figura 2.5). Esta técnica de tincion también se conoce con las siglas

PAS.

C A b X T

?ﬁ
} I e
J I“ ,) U | -{:’o ‘0’ ‘-‘.
' )- ‘. ‘. '«-.Q

(3 Vot f#' Bty
fﬁ!ﬂé& r f““\ J T-. A ‘:g;.l' AR &5'(3'
Figura 2.5 Ejemplo de tincién PAS

Tomado de http://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/protocolos

2.2.1.5 Inmunofluorescencia

Es una técnica de marcacion que hace uso de anticuerpos unidos
guimicamente a una sustancia fluorescente para demostrar la presencia de una
determinada molécula. El anticuerpo marcado se hace reaccionar con la
muestra bioldgica y luego se expone la muestra a una fuente de luz (ultravioleta
o azul); esta luz de onda corta genera el fenémeno de fluorescencia y a su vez
emite una luz con longitud de onda mas larga (verde, amarillo), asi, el
fluorocromo revela la localizacion a nivel celular del anticuerpo (Figura 2.6). La
Inmunofluorescencia se usa por lo general para evidenciar la presencia de

proteinas y glucidos [21].
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Figura 2.6 Red neuronal tefilda mediante Inmunofluorescencia.
Tomado de https://hipertextual.com/imagen-del-dia/caminos-atacar-neuronas

2.2.2 Teoria del Color

El color es un atributo percibido por la visién y también una propiedad de la luz,
se puede observar directamente desde una fuente que lo emita o por la
interacciéon de la luz con la materia. Esta propiedad de la luz, es posible
visualizarla gracias a fendmenos 6pticos de absorcion y reflexion. El espectro
visible presenta una gama de colores, debido a las diferentes ondas
electromagnéticas (luz) existentes entre el rango de los 380 y 780 nm [26]. De
acuerdo a Mufoz [27], el color hace corresponder de forma univoca la
distribuciéon espectral con la sensacién visual, que esta4 condicionada por: la
intensidad y duracién del estimulo; el estado de adaptacién del observador; el
area de la retina afectada y el contraste luminoso y cromatico que se recibe. En
concordancia a lo anterior, se deduce, que para cada sensacion existe un color
y este sera diferente, con tan solo variar un poco una de estas condiciones, lo
gue indica que existen millones de colores, que dependen basicamente de las

propiedades de la materia y de la luz que la ilumine.

En diversas especies de animales, los colores son visualizados debido a las
células presentes en la retina, que sirven como sensores fotovoltaicos, que al
ser estimulados por la luz envian impulsos eléctricos al cerebro por medio del
nervio optico, estas células (sensores) son llamadas bastones y conos [28]. Los
bastones permiten distinguir el negro del blanco y las diferentes escalas de
grises; en otras palabras perciben el contraste [29]. Por su parte, los conos
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permiten la vision de los colores, se evidencia la existencia de tres tipos de
conos, los cuales son sensibles a la luz roja, verde y azul [30]. Al combinarse
los impulsos generados por estas células, el ojo humano puede percibir miles
de colores [31]. Esta combinacidén espectral es utilizada en el estudio del color,
planteandose dos modelos de generacidén de color, aditivo y sustractivo que
como su nombre lo indica, generan un color a partir de la suma o resta de otros
colores, llamados colores primarios [32]. Ambas teorias fueron explicadas por
James Clerk Maxwell en 1860. Para el modelo aditivo mezclé haces de luces
coloreadas, mientras que para el modelo sustractivo tomo fotografias en color

mediante la utilizacion de filtros [27].

2.2.2.1 Aditividad de color

Estudia la formacion de los colores a partir de la suma de las diferentes
longitudes de onda del espectro visible y se aplica esencialmente en el disefio
de sistemas de iluminaciones (monitores, television, cine). En este modelo los
colores primarios son: rojo, verde y azul [33] y al mezclarse dos de ellos
derivan en (Figura 2.7):

@ -

Rojo

O

Verde Amarillo
® :
Verde Azul Cian
® o
Azul Rojo Magenta

Figura 2.7 Aditividad de color

El modelo aditivo considera que, el blanco puede ser el resultado de: la suma

espectral de todos los colores, o exclusivamente la suma de los colores
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primarios. A su vez, el negro es considerado como la ausencia de color o

absorcion total [34].

2.2.2.2 Sintesis sustractiva de color

La obtencidn de este tipo de colores, se produce como consecuencia de la luz
reflejada por la superficie o mezcla de pigmentos, estos colores se crean
mediante la absorcion de ciertas longitudes de onda. Cuando la luz blanca
incide sobre un material o una superficie, los pigmentos de esa superficie
absorben todas las longitudes de onda de la luz, excepto las de sus colores
constituyentes, las cuales son reflejadas y percibidas por el ojo humano [33].
En este modelo se consideran colores primarios a: el cian, el magenta y el
amarillo [33]. Estos colores son el resultado de la mezcla de los colores
primarios del modelo aditivo (rojo, verde y azul) (Ver Figura 2.8), y

contrariamente la mezcla de ellos produce el negro o ausencia del color.

O n

Cian Magenta Azul
@ O -
Magenta Amarillo Rojo
O " @ -
Amarillo Cian Verde

Figura 2.8 Sintesis sustractiva del color

2.2.2.3 Propiedades del color
La clasificacion y diferenciacion de los colores, tiene en cuenta las siguientes
caracteristicas particulares a cada color [35]:
e Tono: El tono (Hue), se conoce también como el matiz o croma, es la
propiedad del color que lo diferencia de otro, por el cual designamos los

colores: rojo, verde, azul, amarillo, etc.
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e Saturacion: Es la intensidad cromatica o pureza del color y se considera
como la cantidad de blanco que se mezcla con el color, a mayor
cantidad de blanco menor saturacion y viceversa.

e Intensidad: Es la claridad u oscuridad de un color y es determinada por
la cantidad de luz que un color contiene.

e Brillo: Es la cantidad de luz emitida por una fuente luminica o reflejada

por una superficie.

2.2.3 Teoria del Color Complementario
La teoria del color complementario plantea que cada color dispuesto en el
circulo cromatico (Figura 2.9) tiene un color opuesto, ademas tiene como
caracteristica principal que al ubicarlos uno junto a otro, realza el contraste al
maximo entre ambos [36] [37]. Su formacion obedece a las siguientes reglas
[38]:
e El complementario de un color primario siempre es un secundario, el
cual se obtiene de la mezcla de los otros dos primarios.
e El complementario de un secundario siempre es el color primario que no
intervino en la mezcla de su formacion.

e El complementario de un color terciario es otro color terciario

0°

90°

180°

Figura 2.9 Circulo Cromatico

Para el caso del modelo aditivo de color [39], la mezcla entre un par de colores
que estan diametralmente opuestos en el circulo cromatico produce blanco
(Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Ejemplos de colores complementarios en el modelo aditivo
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Sintesis

Color primario Complementario Mezcla de colores giti
aditiva

Verde Magenta

Azul Amarillo Blanco

Rojo Cian - Blanco

Mientras que en el modelo sustractivo de color [40], cada pigmento define su
color al absorber selectivamente algunas radiaciones de luz y reflejar otras, de
este modo dos pigmentos seran complementarios cuando uno de ellos absorba
todas las radiaciones reflejadas por el otro y viceversa, es decir que la mezcla
de un pigmento con su opuesto en el circulo cromatico, forma el negro debido a

gue todas las radiaciones son absorbidas y ninguna reflejada (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Ejemplos de colores complementarios en el modelo sustractivo

Sintesis
sustractiva

Cian Rojo - NEGRO
Magenta Verde - NEGRO
Amarillo Azul - NEGRO

2.2.3.1 Circulo cromaético

Color primario Complementario Mezcla de colores

Los colores del espectro visible son representados de manera ordenada en
forma de circulo, a esta distribucion se le conoce como circulo cromatico. Uno
de las primeras representaciones fue desarrollada por Isaac Newton en 1672
[41], quien utilizando un prisma, logro descomponer por refraccion la luz solar
en ciertos colores: rojo, naranja, amarillo, verde, azul, afil y violeta. De acuerdo
a lo anterior, Newton demostr6 que la luz blanca del sol forma el arco iris y que
el negro es la ausencia de color [42]. A través de esta deduccion Newton
plante6 dos premisas:

1. Estos colores se refractan en forma desigual
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2. Al unir estos colores se vuelve a formar la luz blanca.

De la segunda premisa surgio la idea del disco de Newton (Figura 2.10 a) que
consta de ocho bandas croméaticas con los colores obtenidos con el prisma. Al
girar este disco sobre su propio eje, forma el color blanco, con esto Newton

demostro la segunda premisa.

300°
90°

270°

240°

180°

a. b.

Figura 2.10 Circulo cromético. a. circulo cromatico de Newton y b. circulo cromatico
actual.

Posteriormente Wilhelm Ostwald plante6é un circulo de color simétrico (figura
2.10 b), donde las tonalidades son equidistantes, convirtiéndose probablemente
en el primer modelo de representacién del color [43]. Este modelo consta de un
triangulo formado por tres colores primarios y tres colores secundarios entre
ellos, que se forman a partir de la combinacién de los colores primarios. Entre
primarios y secundarios se situan los colores terciarios (Figura. 2.11), que se

producen de la combinacion de un primario con un secundario [44].
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Rojo viclaceo Rojo anaranjado

Q /! arul vislaceo \ Amarillo anaranjado
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primarjos Py
g Azul verdoso Amarille verdoso

Figura 2.11 Composicién del circulo cromatico para el modelo aditivo.

2.2.4 Modelos de Representacion del Color

El objetivo de un modelo de color es facilitar la representacion de los colores de
forma normalizada [45]. Un espacio de color est4 determinado por una base de
n vectores, cuyas combinaciones lineales reproducen todos los elementos del
espacio, entre mayor sea el numero de vectores, el espacio comprendera
mayor cantidad de colores; este espacio se representa como un nuevo sistema

de coordenadas, donde cada color es representado por un Unico punto.

Los principales espacios de color utilizados para el procesamiento de imagenes
son: RGB, HSI, CMY, YCbCr y ClElab [46]. Los tres primeros son acronimos
por sus siglas en inglés; rojo, verde, azul; tono, saturacion e intensidad; cian,
magenta y amarillo, respectivamente. Para el caso de YCbCr, la letra Y
corresponde a la luminancia, mientras que Cb y Cr representan las
componentes croméaticas del azul y el rojo. Finalmente el CIElab es un modelo
creado por la Comision Internacional de lluminacion (CIE), donde | representa
la luminosidad del color, la letra a corresponde a la cantidad de magenta y

verde y a su vez la letra b representa la cantidad de amarillo y azul.

2.2.4.1 Modelo RGB

El modelo RGB es un modelo aditivo de color, que consta de tres componentes

principales rojo, verde y azul, también llamados colores primarios. A partir de

ellos, se desarrolla un sistema de coordenadas utilizado para la representacion

de los demas colores que forman el espectro visible [35]. El blanco se forma
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por la combinacion de los tres colores primarios. Para el caso de las imagenes
digitales los valores RGB varian de 0 a 255, lo que permite mas de 16 millones
de colores.

Este modelo se puede ver también desde el punto de vista geométrico como un
cubo unitario (Figura. 2.12), donde Los colores primarios (RGB) aparecen a lo
largo de los ejes coordenados Y, X, Z, respectivamente y sus intensidades
varian entre cero y uno de acuerdo a la posicion en el eje [27]. Los colores
complementarios se sitlan de la siguiente manera: el cian esta situado en el
vértice donde el verde y azul tienen mayor valor y el rojo es cero con
coordenadas (R,G,B)=(0,1,1); de igual manera, el magenta esta situado donde
el rojo y el azul tienen un valor maximo, con coordenadas (R,G,B)=(1,0,1) y por
altimo el amarillo, complementario del azul esta situado en (R,G,B)=(1,1,0).
Finalmente, el negro se localiza en el origen de coordenadas y el blanco en el
vértice opuesto al origen; la escala de grises, se encuentra en la diagonal que
se forma entre el negro y el blanco, y el resto de colores se encuentran dentro
del cubo [47].

01,0 110

e

011 R

URERL)} (100

R
(UU./ (1o

B

Figura 2.12 Cubo unitario que representa el espacio de color RGB

Teniendo presente las leyes de GRASSMAN [48] es posible expresar
matematicamente un color, como la suma de sus tres componentes primarias,
como se muestra en la ecuacion (2.1).

c(C) =r(R) + g(G) + b(B) (2.1)

Donde r,g,b, son constantes de las tres componentes primarias R,G,B

necesarias para igualar a c de un color dado C. De esta manera, si se quiere
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representar un color en funcién de la longitud de onda, este se puede obtener
con la suma o interaccién de las longitudes de ondas de los colores primarios:
a(4) = b(R) + c(G) + d(B) (2.2)

Si se divide (2.2) por a se tiene,
(A1) = b/a(R) + c/a(G) + d/a(B) (2.3)

De esta forma las constantes, se expresan como:

_5fogb_s (2.4)

Q.
Q|

Qla

Obteniéndose la ecuacion final:

) =b(B) +G(G) +7(R) (2.5)

A partir de la ecuacion (2.5), la CIE (Comision Internacional de lluminacién)
genera la grafica conocida como: sistema colorimétrico RGB CIE 1931, que
muestra el espectro visible en funcion de las longitudes de onda de los colores
primarios (Figura 2.13).

Figura 2.13 Funciones de igualacion de color CIE (1931)
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2.2.4.2 Modelo HSV

En el modelo de color HSV los colores se diferencian unos de otros por su
Tono, Saturacion e Intensidad [49]. El tono esta asociado directamente con la
longitud de onda dominante en una mezcla de ondas luminosas, asi, el tono
representa el color dominante que percibe el ojo humano, cuando se afirma
gue un objeto es rojo, verde o de otro color. La intensidad representa el grado
de iluminacion y genera la sensacion que un objeto refleja mas o menos luz. La
saturacion es la cantidad de luz blanca mezclada con el color dominante, es
también conocida como "pureza”. Teniendo en cuenta que esta propiedad se
refiere a la cantidad de blanco afiadido al tono, un color totalmente saturado no
contiene blanco y aparece puro, mientras que un color mezclado con blanco
pierde su pureza [50].

Por otra parte, el HSV es un modelo no lineal que transforma las coordenadas
RGB en coordenadas cilindricas y se utiliza para progresiones de color; su
representacion también es tridimensional como en el modelo RGB, pero su
representacion es una piramide hexagonal invertida (Figura 2.14), que esta
ocupada en los vértices, por los siguientes tonos: verde y en el opuesto su
complementario, magenta; rojo y en el opuesto su complementario, cian; azul y

en su opuesto complementario, amarillo [51].

Escala de grises

Figura 2.14 Representacion del modelo HSV (Piramide hexagonal invertida)
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En el centro del hexdgono estd el blanco, el cual estd unido con un vértice
inferior que corresponde al negro, formando asi la piramide. Si se inscriben los
vértices dentro de una circunferencia, se tendra un cono, en vez de una
piramide [52].

Las coordenadas de este sistema son: (H) tono, (S) saturacion y (V) valué que
esta asociado al brillo. La tonalidad se representa con un angulo con valores
comprendidos entre 0° y 360°, los cuales son medidos en sentido anti-horario.
Por ejemplo: 0° es rojo, 60° es amarillo y 120° es verde. La saturacion se mide
como la distancia entre el borde del cono y el eje que une el blanco con el
negro; donde estos valores estan normalizados entre 0 y 1, con incremento
desde el centro hacia afuera; asi los colores mas saturados o puros, estaran
sobre el borde del cono, mientras que los menos saturados, ocuparan la region
central. Finalmente, el valor (V) se refiere al brillo o luminosidad emitida o
reflejada por la superficie iluminada y fluctia dependiendo la altura del cono,
siendo el negro igual a cero, mientras que los colores que estan en la misma

altura que el blanco, corresponden a la unidad.

2.2.4.3 Modelo CMY

Es un modelo basado en tres colores primarios Cian, Magenta y Amarillo [53]
(Figura 2.15), que son complementarios a los del modelo RGB. ElI modelo CMY
es un modelo sustractivo, donde los colores se obtienen a partir de tonalidades
que se restan al blanco. Una caracteristica de este modelo, se presenta al
mezclar los tres colores primarios, lo cual produce el negro. Esta caracteristica

es muy utilizada en los sistemas de impresion [47].
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Figura 2.15 Modelo de representacién CMY

2.2.4.4 Modelo YCbCr

El espacio YCbCr es una version escalada y desplazada del espacio de color
YUV (Figura 2.16). El parametro Y representa la luminancia, es decir,
informacion en blanco y negro, mientras que U y V representan la crominancia,
es decir, informacion con respecto al color. En el espacio YCbCr, el pardmetro
Y, indica la luminancia, los parametros Cb y Cr indican el tono del color [47],
donde Cb ubica el color en una escala entre el azul y el amarillo y Cr indica la
ubicacion del color entre el rojo y el verde. En la practica, este espacio de color
se usa generalmente en los estudios de televisién europeos y en la compresion

de imégenes [27].

Figura 2.16 Modelo YCbCr
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2.2.4.5 Modelo CIElab

El espacio de color CIElab emula la manera como los humanos perciben el
color y est4 basado en los colores primarios imaginarios XYZ. Para comprender
de mejor manera la formacion de estos colores se utiliza la matriz de

transformacion para el modelo de color RGB [54].

X 0.6070 0.1734 0.200 ||R
Y |=| 02990 0.5864 0.1146 |G (2.6)
z

0.0000 0.0661 1.1175 || B

Obteniendo X, Y y Z. Con la matriz de transformacion (2.6), se puede pasar del
espacio RGB al espacio CIElab con las ecuaciones de transformacion dadas en
(2.7).

L=116*(Y /Yn)Y?® —16 para (Y /Yn) > 0.008856
L =903.3*(Y /Yn) en otro caso
a=500*[f(X/Xn)—f(Y/Yn)] (2.7)

b =200*[f (Y /Yn)— f(Z/Zn)]

En donde Xn, Yn y Zn estan definidos como:
Xn=1 Yn =0.98072 Zn =1.18225 (2_8)

Obteniéndose de esta manera los valores L, ay b.

L corresponde al valor de la luminancia y tiene valores en un rango de 0 a 100,
del negro al blanco. Por otra parte, ay b son los valores cromaticos, a va de -
137.692 hasta 96.187 y denota intensidad del color del rojo al verde. La
componente b tiene el rango de valores desde -99.215 hasta 115.653; este
rango corresponde al color azul (para valores negativos) y al amarillo (para

valores positivos) [55].

2.2.5 Procesamiento de Imagenes y Concepto de Contraste

El procesamiento digital de una imagen busca mejorar, corregir, analizar o

modificar en algun sentido una imagen mediante una computadora [56]. Para
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lograr este desarrollo se tiene un amplio conjunto de elementos que van desde
las fuentes de luz necesarias para iluminar los objetos, la seleccién de la
camara, hasta los algoritmos encargados de la clasificacién. Para la operacion
adecuada del sistema, se requieren condiciones especiales como: iluminacion,
brillo y contraste [43]. Asimismo, ha venido explorando su utilidad en otras
disciplinas cientificas, convirtiéndose en una alternativa para analizar y extraer
informacion de cualquier sistema fisico que utilice foto receptores. Tiene
aplicacion practica en: robdtica, control de calidad, reconocimiento de rostros,
entre otros. Cabe resaltar que, el procesamiento de imagenes no realiza
réplica de la vision humana, sino que brinda una herramienta que pueda

extraer datos y caracteristicas tangibles de lo observado [57].

2.2.5.1 Contraste

El contraste en imagenes se define como la diferencia entre los pixeles claros y
oscuros o también como el cambio local en el brillo y se define como la relacién
entre el brillo promedio de un objeto y su fondo [58]. Por otra parte el concepto
de contraste tiene dos tipos de aceptaciones el contraste fisico y el perceptivo.

El contraste fisico se refiere a la diferencia de intensidad luminosa de las areas
vecinas, definicién que se usa en el procesamiento digital de imagenes. Este
contraste, se calcula de acuerdo con la férmula de Michelson (1927) [59],

dividiendo la amplitud de la onda por la luminancia media:

o = A (2.9)
m LO
Donde la amplitud esta definida por
_ Lmax — Lmin (2.10)
B 2
Y la luminancia media es
Lmax + Lmin (2.11)
o= 5
2

De (2.10) y (2.11) se tiene que el contraste fisico es:
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_ Lmax — Lmin (2.12)

Cp="—""F—""—
™ Lméx + Lmin

El contraste perceptivo por su parte, se refiere al hecho de percibir diferencia
de claridad entre areas adyacentes; no siempre es proporcional al contraste
fisico, debido a que en el contraste perceptivo influyen otros factores, como [60]

e El estado de adaptacion del observador a la luz: a mayor iluminacion,
menor es la sensibilidad de la retina a la luz.

e EIl contraste simultineo acroméatico: segun el cual, dos é&reas que
reflejan el mismo porcentaje de luz semejan ser distintas en intensidad.

e EIl contorno que rodea o delimita los objetos: segun sea el contorno
nitido o difuso, se percibe mayor o menor contraste.

e La posicion aparente del objeto en el espacio: la percepcion del
contraste varia de acuerdo con la distancia relativa entre dos objetos.

e La frecuencia espacial del estimulo: a mayor frecuencia espacial, menor

contraste y viceversa.

2.3 ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

El procesamiento digital de imagenes ha contribuido al avance de diferentes
disciplinas cientificas, en medicina, ha permitido la optimizacion en el
diagndstico de muchas enfermedades, al mejorar la calidad y resolucion de las
imagenes médicas, como: la resonancia magnética (RNM) [61]; la angiografia
de retina [62]; tomografia axial computalizada (TAC) [63]; endoscopia digestiva

[64]; gammagrafia 6sea [65]; entre otros.

En histologia también se evidencia este aporte, gracias a que existen formas y
algoritmos que permiten el mejoramiento de las imagenes histologicas, como
el trabajo Automated segmentation of atherosclerotic histology based on pattern
classification [66], que por medio de algoritmos de PDI (procesamiento digital
de imagenes) lograron, segmentar, distinguir y estudiar de manera automatica

los componentes presentes en las imagenes de ldminas histologicas de vasos
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sanguineos. Basicamente, segmentaron tres tipos de componentes
histoldgicos: fibrosos, lipidos y tejido necroético; luego entrenaron un algoritmo
gue permitio establecer su clasificacion. Para esto, las imagenes debieron tener

caracteristicas especificas en color, textura y estructura de tejidos.

En el ambito académico y como propuesta de mejoramiento de las
herramientas de conteo de nucleos celulares, se han desarrollado trabajos
como: Kong et al. [67], en 2009, y posteriormente Sertel et al. [68], en 2010,
que implementaron técnicas de algoritmos de agrupamiento consiguiendo no
solo detectar grandes zonas en las imagenes como glandulas, sino también,

identificaron y realizaron el conteo de nucleos.

Ademas del conteo de nucleos otras de las herramientas implementadas es la
segmentacion de glandulas y luces glandulares, tarea que se ha desarrollado
en diversos trabajos: Naik et al. [69], en 2008 realiz6 identificacion de glandulas
y ndcleos, que basandose en la técnica de Snakes, y reconocimiento de
patrones les permitié identificar las zonas de interés y reconstruir: las
glandulas, luces glandulares y nucleos, con una eficiencia entre 80,52% y
95,19%; Doyle & Agner [70] en 2008, mediante la implementacion de maquinas
de soporte vectorial, generaron un conjunto de muestras de entrenamiento
etiquetadas por clases, para construir un modelo capaz de predecir la clase de

una nueva muestra, con una eficiencia estimada entre 93.3% y 95.8%.

Otra propuestas para mejorar la visualizacion de muestras, se enfocaron en el
proceso de formacién de la imagen, mediante sus componentes espectrales y/o
haciendo uso de cambios en la iluminacion de las muestras. Ela Claridge, 2003
[71] estudio la estructura interna y composicion de lesiones pigmentadas de
piel, utilizando un modelo basado en la fisica de coloracién del tejido, el cual
proporcion6é una referencia cruzada entre los colores de la imagen y los
parametros histolégicos subyacentes. Este modelo calculd los colores de la piel
equivalentes en el espacio RGB, asi, cada color correspondié con un conjunto

especifico de parametros histolégicos y fue representativo de todos los colores
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de piel humana normal, con independencia del origen étnico, edad o género.
Los colores anormales de la piel no se ajustan a este modelo, y pueden ser
diagnosticados como lesiones o enfermedades pigmentadas de la piel; lo cual

ayuda a la deteccion temprana de melanoma y cancer de piel.

El Veinviewer [72] es un sistema de iluminacion cercana al infrarrojo, utilizado
en el procedimiento de la venopuncion, particularmente en nifios, que facilita la
observacion de las venas. Debido a que la luz se refleja en los tejidos mientras
que es absorbida por la sangre de la venas, generando una diferencia de
contraste, asi, el sistema dibuja las venas y permite que el profesional de salud

realice menos intentos fallidos a la hora de ejecutar la puncion.

A través de la historia se han utilizado filtros crométicos para mejorar el
contraste de la imagen, ejemplo de ello es: microscopia Optica convencional y
endoscopia de banda estrecha. Borovicka, J., et al. 2006 [73] utilizO una
longitud de onda especifica para analizar directamente los cambios en la
mucosa esofagica ocasionados por el eso6fago de Barrett, logrando un mayor
contraste en la observacion de la muestra. En este mismo sentido, H. Machida,
2004 [74] utiliz6 endoscopia de banda estrecha para observar cambios en la
mucosa colorrectal, logrando observar metaplasia intestinal y displasia/
adenocarcinoma con una sensibilidad de 90%. El sistema de imagenes de
banda estrecha NBI (Narrow-Band imaging) consta de una lampara de xenoén y
un disco de rotacion con tres filtros Opticos que generan imagenes en tres
bandas de colores especificos, donde la longitud de onda de los filtros
dependera del equipo NBI utilizado. Usualmente, se utilizan filtros con
longitudes de ondas cortas (400-430 nm) [75] debido a que son coloraciones
azules que penetran solo la superficie de la mucosa, permitiendo una imagen
detallada de los tejidos superficiales, al ocultar en cierto modo los tejidos mas
profundos. Ademas, esta luz es absorbida por la hemoglobina y permitiendo
destacar el patron vascular de tonalidad marron. De este modo, este sistema
también utiliza colores verdes, que resaltan los vasos profundos de la mucosa y

los de la capa submucosa.
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Otra manera de mejorar la visualizacion de una imagen histologica, es
mediante la utilizacion de filtros digitales, que reducen ruido como: artefactos,
manchas o desenfoque. A este proceso se le conoce como restauracion y en
histologia es usado para optimizar el proceso diagnéstico. Existen trabajos
como: Garcia nuevo, 2003 [76] quien utilizo filtros de deconvolucién para
restaurar el “enfoque de imagenes sucias” en microscopia confocal, obteniendo
mejoras en visualizacion de imagenes biomédicas. Reyes-Aldasoro [77]
orientd la misma técnica para eliminar sombras desiguales en una imagen
dada; por su parte Khan [78] combiné una variante de deconvolucién para
asignar un nuevo espacio de color y asi lograr un aspecto estandarizado de
diferentes muestras histoldgicas; Bautista [79] de forma similar present6 un
esquema de color para optimizar imagenes manchadas y Kather [80], mejoro el
contraste en imagenes histologicas tincionadas con Hematoxilina- DAB a partir

de nuevos mapas de colores.

2.4 ANALISIS DE LOS ANTECEDENTES

Al considerarse los trabajos mencionados anteriormente, se deduce que el
contraste en placas histolégicas, es posible hacerlo mediante técnicas de
tinciones con coloraciones quimicas. Sin embargo, para procesar digitalmente
estas imagenes se debe contar con condiciones Optimas de iluminacion, brillo y
contraste, que en muchas ocasiones no son logradas [57]. No obstante, el
contraste de las imagenes digitales, se puede optimizar con algoritmos de
procesamiento de imagenes y/o controlando las condiciones en la formacion de

la imagen digital.

Es de notar, que en este proyecto se busca realzar el contraste de las
imagenes obtenidas a partir de preparados histolégicos existentes, esto es,
placas histolégicas ya tincionadas, lo que descartaria el uso posterior de
meétodos quimicos para lograr el objetivo. Desde el punto de vista ingenieril, se
reconoce que los algoritmos de procesamiento de imagenes, presentan

grandes ventajas en cuestion de recursos y tiempo con respecto a las otras
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técnicas (quimicas y opticas). Al estudiar el trabajo realizado por Kather [80], se
evidencia la mejora de contraste lograda al modificar los valores de los pixeles
de la imagen en un mapa de color especifico, mediante deconvolucion de los
planos RGB de la imagen, en otras palabras, se modifican los colores de la
imagen de manera que se logre un mayor contraste. En este sentido, las
técnicas utilizadas por: Veinviewer®, microscopia de filtros y endoscopia de
banda estrecha, hacen uso de luz de diferentes colores que, mediante el
fendbmeno de absorcion, realzan el contraste de la muestra antes de ser
fotografiada; lo anterior permite mejorar la observacién, andlisis y diagnostico
de estas muestras. Es evidente que los resultados obtenidos por cualquiera de
las dos técnicas (restauracion digital e iluminacion con color), son equivalentes
en cuanto: la primera modifica los colores de manera digital en imagenes de
placas histologicas ya fotografiadas, mientras que la siguiente técnica, modifica

los colores antes de realizar la observacion.

Sin embargo, la metodologia usada por Kather, conlleva a un alto costo
computacional, ya que los algoritmos de deconvolucion requieren un elevado
namero de operaciones aritméticas y la estimacion de la funcién de
reflectancia, que se ajuste a la muestra y al observador, no siempre es Unica;
ademas, esta técnica solo permite modificar los pixeles en un mapa de color
especifico impidiendo la observacibn de zonas con longitudes de onda
distintas. Por su parte, los métodos con iluminacién monocromaticos no brindan
una gama de colores amplia que en caso de requerirla elevarian
ostensiblemente los costos econémicos. De acuerdo a lo anterior, surge la idea
de implementar una técnica Optico-digital, que modifica los mapas de color
observados en las placas histologicas, de manera similar a las técnicas que
utilizan filtros de color, mediante el uso de iluminacion controlada y que
reproduzca de manera aproximada los colores del espectro visible, soportado
en un software que permita al usuario calcular, de manera automatica, el color

que maximiza el contraste de la imagen histologica.
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3. METODOLOGIA

3.1 INTRODUCCION

En el desarrollo de este trabajo se siguié la metodologia de prototipado rapido
en espiral. Esta metodologia es un modelo evolutivo usado en ingenieria para
el desarrollo de sistemas (software y/o hardware), este modelo consiste en
hacer versiones incrementales del mismo, donde cada vez, se perfeccionan a
partir de la consideraciéon de un mayor niumero de requerimientos hasta llegar
al prototipo final. Dentro de esta metodologia se encuentra el enfoque Top-
Down, que implica el desarrollo desde lo general hasta lo especifico
(conocimiento abstracto hasta detalles de implementacion), a medida que
evolucionen las versiones del sistema [81]. En este trabajo se utilizé un
enfoque Top-Down para el desarrollo del prototipo hardware y un enfoque
incremental en espiral en la implementacion de algoritmos. El presente capitulo
describe los materiales utilizados y los detalles metodolégicos desarrollados en
la implementacion del prototipo propuesto. Se organiz6 en cinco secciones:
materiales utilizados, construccion del prototipo, célculo del color

complementario, generacion del color y protocolo de validacién.

3.2 MATERIALES UTILIZADOS

En este apartado se describen los materiales y equipos necesarios para la
construccion del prototipo, como también los utilizados en las pruebas de
validacion. Para la construccion del prototipo se emple6: una fuente de
iluminacién policromatica (LED RGB Star43CD de 3Wts) que reemplaza la
fuente incandescente de iluminacién convencional del microscopio; una tarjeta
Arduino Uno®, interfaz entre el computador y la fuente de iluminacion; un
computador marca ASUS® de 15” con un procesador Core i5 y seis GB de
memoria RAM, gue procesa los algoritmos y sirve de interfaz con el usuario;
una camara digital especializada para microscopia Optica AxioCamERCc 5 rev.2
con resolucion de 5.0 mega pixeles y salida USB 2.0, que permite la
visualizacion de la muestra y ademas sirve como realimentacion del sistema; y

un microscopio 6ptico convencional.
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Para la realizacion de las pruebas de validacion, se utilizaron siluetas
rectangulares de papel celofan de diversos colores, dispuestas en forma
ascendente con respecto a los colores del espectro visible. Con estas siluetas
se formo un collage, que posteriormente se ilumind con luz de diversos colores
para realizar pruebas de validacion del célculo del color complementario. A su
vez, se seleccionaron laminas histologicas de diferentes tejidos: mucosa
gastrica antral, prostata, pulmoén, higado y trdquea. Estas laminas proceden del
archivo de los laboratorios de Patologia y de Histologia de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca.

3.3 CONSTRUCION DEL PROTOTIPO

De acuerdo a la metodologia de prototipado rapido, la construccion del
hardware se dividi6 en cuatro etapas: analisis de requerimientos, disefio,

implementacion y validacion, asi:

3.3.1 Andlisis de Requerimientos

En esta etapa se definieron los requisitos necesarios del prototipo a desarrollar,
esto se consiguid mediante la aplicacion de una entrevista contextualizada, la
cual fue respondida por expertos en Histologia y Patologia. Mediante el analisis
categorizado de las entrevistas se establecieron los requerimientos técnicos y

de usabilidad a incluirse en el desarrollo de este proyecto (Figura 3.1).

ANALISIS DE REQUERIMIENTOS

I Requisitos de Usuario Requisitos de Prototipado l

Usabilidad Té‘"i“
Seleccion Seleccion Bajo costo . - Soporte
Semiautomatico computacional

manual automatica

Figura 3.1 Esquema conceptual de requerimientos
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A partir de los requerimientos de usabilidad, se plante6 que el usuario pueda
elegir iluminar la muestra de manera manual o asistida. La forma manual
permite al usuario escoger un color determinado para iluminar la muestra, esta
eleccion se hace a criterio del usuario; por otra parte, en la seleccién asistida el
usuario selecciona la zona de interés que quiere resaltar y mientras que el
software calcula la mejor iluminacién indicada para ello. Ademas, dentro de los
criterios exigidos por los especialistas se contaba que el dispositivo fuera de
bajo costo, que trabajara en modo asistido y brindara la posibilidad de conexion
con sistemas de procesamiento digital de imagenes. De acuerdo a estos

requerimientos, se realizé un disefio que cumpliera con cada uno de ellos.

3.3.2 Disefio
En la realizacion de esta etapa se siguio el enfoque Top-Down y de acuerdo
con el esquema de requerimientos, se disefiaron dos lazos de control que

evidencian el funcionamiento del prototipo (Figuras 3.2 y 3.3).

Profesional en salud
LED RGB

Color de referencia Color

Sensor:
Profesional en salud

Figura 3.2 Lazo de control disefiado para la seleccién manual de color.

Controlador:

computador
e . LED RGB
Color de referencia | @ 1 | — Color
E— | B
)

I

Sensor;
Camara digital para
microscopia

Figura 3.3 Lazo de control disefiado para la seleccion de color de manera asistida.
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El lazo de control disefiado para la seleccion manual, consta de un color de
referencia que es establecido por el profesional en salud, una vez elegido estos
datos son transferidos al computador que ejecuta el algoritmo para
transformarlo al espacio RGB. El color resultante es desplegado por la fuente
de iluminacién y ajustado por el profesional en salud a criterio propio. Para el
caso de la seleccion asistida con ayuda del computador, el profesional en salud
selecciona la regidn de interés que requiere resaltar, paso seguido se ejecuta el
algoritmo de transformacion de la imagen, que calcula las componentes RGB
del color complementario, que se transfiere a la fuente de iluminacion para
desplegar el color elegido. La cAmara captura la imagen iluminada con el color

complementario que realza el contraste de la zona de interés.

3.3.3 Implementacion del Prototipo

En la etapa de implementacion, se integraron los lazos de control presentados
en la etapa de disefio, con el propdsito de disminuir la instrumentacién, la
complejidad del equipo y el costo del prototipo. El disefio final consiste de tres

modulos (Figura 3.4).

Control lluminacién
i

Realimentacion

Figura 3.4 Disefio modular de la implementacién
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Los detalles de implementacion se describen en la siguiente seccion.

3.3.3.1 Materiales

Los materiales utilizados en la construccién de cada médulo son:

Moédulo de control: consiste de un computador Asus X53s Core i5
2500MHz, que se encarga de presentar la interfaz humano-computador,
esto es, muestra las opciones de usuario y despliega las imagenes
adquiridas; y una tarjeta Arduino Uno® (Figura 3.5a) que actia como
puente de comunicacién entre el modulo de control y los médulos de
iluminacion y realimentacion.

Modulo de iluminacion: esta conformado por una fuente de iluminacion
policromatica (LED RGB Star43CD de 3W) que tiene un catodo comun y
tres anodos correspondientes a las componentes RGB (Figura 3.5b).
Estos tres anodos y el catodo comdn estan conectados a la tarjeta
Arduino, que envia sefiales PWM a cada &nodo segun corresponda el
color.

Modulo de realimentacion: consta de una camara fotografica digital a
color especializada para microscopia modelo AxioCamERc 5 rev.2 con
resoluciéon de 5.0 mega pixeles y salida USB 2.0. (Figura 3.5c). esta
camara esta conectada mediante el cable USB al computador y permite
la adquisicion y digitalizacion de las imagenes de los preparados

histoldgicos.

Figura 3.5 Materiales utilizados en: a. Médulo de control, b. Médulo de iluminacion c.

Moédulo de realimentacion
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3.4 CALCULO DEL COLOR COMPLEMENTARIO

La teoria del color complementario establece que dos colores al estar juntos y
situados en el circulo cromético a 180°, maximizan el contraste entre ellos
(Seccion 2.2.3). Para calcular el color complementario de un color especifico,

se siguen los siguientes pasos:

1. Seleccion de la zona de interés a contrastar

2. Transformacion de las componentes RGB, de la zona de interés, al
espacio HSV

3. Calculo del color complementario a partir de la componente H del
espacio HSV

4. Reconversion de los nuevos componentes del color complementario del
espacio HSV a RGB

3.4.1 Seleccion de la Zona de Interés

Para seleccionar la zona de interés, se sitla una lamina histologica en el porta
muestras del microscopio, luego se ilumina con luz blanca y se realiza el
enfoque, finalmente, mediante una camara acoplada al microscopio se
adquiere la imagen digital. Posteriormente, el usuario ejecuta el software

desarrollado, que permite seleccionar a su criterio la zona de interés.

3.4.2 Transformacién del Espacio RGB al HSV

Una vez seleccionada la zona de interés, las componentes RGB se
transforman al espacio HSV. Con este fin, se implementé un algoritmo que
interrelaciona estos espacios de color (RGB y HSV) mediante un modelo
computacional que transforma Unicamente la componente H (tono), mientras
que los valores de saturacion e intensidad son fijjados en uno. Asi, la

componente H, se calcula de la siguiente manera:

“[(R=6)+ (R - B)]
J(R—=6)2+ (R -B)(@G —B)

1

(3.1)

H = cos™

Para 0° < H < 180°, si B>G entonces H>180°, en este caso se debe utilizar

primero la ecuacion (3.1) y al resultado de esta operacion debe restarsele 360°.
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3.4.3 Célculo del Color Complementario
Después de obtener el valor del tono (H), se procede al calculo del color
complementario al sumar o restar 180° a la componente H calculada.

Matematicamente se expresa como:
H=H+180° (3.2)

Donde H, es la componente asociada al tono del color complementario,
resultante de adicionar 180°, si el valor de H esta comprendido entre 0 y 180° o

restandose si este valor es mayor a 180°.

3.4.4 Transformacion del Espacio HSV al RGB
Una vez calculado el color complementario, este debe ser desplegado por la
fuente de iluminacién, para ello, es necesario transformar el color calculado del

espacio HSV al RGB. Esta transformacion se realiza de la siguiente manera:

e Para0<H<120

_ ScosH (3.3)
k=1 1-|_cos(60—H)
G=3I-(R+B) (3.4)
B=I1(1-Y5) (3.5)
e Para120 < H <240
R=I(1-95) (3.6)
B Scos(H —120) (3.7)
G=1 [1 * cos(180 — H)
B=3I1-(R+G) (3.8)

e Para240 < H < 360
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R=31—(B+6) (3.9)

G=I1(1-5) (3.10)
B S cos(H — 240) (3.11)
B=1 [1 + cos(300 — H)

3.5 ALGORITMO DE GENERACION DE COLOR

Al finalizarse el proceso del calculo del color complementario, se utiliz6 un
algoritmo matematico que permitio la generacién de este color en la fuente de
iluminacién del microscopio. Esto se logro al relacionar el espacio RGB con una
longitud de onda aproximada del espectro visible, lograndose brindar al usuario
un referente de la longitud de onda utilizada para el proceso de realce del

contraste de la muestra histoldgica.

3.5.1 Transformacién de Longitud de Onda a RGB

Para expresar de manera aproximada la longitud de onda del espectro visible
en funcion del espacio RGB, se disefié e implement6 un algoritmo matematico
en lenguaje M (Matlab®) que calcula los componentes RGB para el control de
la fuente de iluminacién, como lo indica la ecuacién (3.12). A su vez, en el
modelo RGB existen aproximaciones lineales del espectro visible (1)) donde se
evidencian zonas que se encuentran en funciébn de dos componentes y la

componente restante es igual a cero, ecuaciones (3.13) a la (3.15).

C(r,g,b) = f(A) (3.12)

C(T‘, g; 0) = f(ll)

(3.13)
C(r,0,b) = f(A) (3.14)
€(0,g,b) = f(4) (3.15)
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Al hacer uso de estas ecuaciones, se obtienen los valores heuristicos RGB

para las longitudes de onda del espectro visible, ecuaciones (3.16) a la (3.18)
[49].

( A0 o <2< 439
— * ————————
440 — 380 =4=
0 440 < ) < 489
_Jo 490 < 1 < 509
7 a-s10 510 < 1 < 579 340
580 — 510 =4=
1 580 < 1 < 644
\1 645 < 1 <780
0 380 < 1 < 439
A—240 440 < ) < 489
490—-440
E! 490 < 1 < 509
G=11 510 < A < 579 (3.17)
—1x22%% 580 <1< 644
645—-580
\ 0 645 < 1 < 780
1 380 < 1 < 439
1 440 < ) < 489
A=510 00 <2 <500
— * ——————————
B =1 510 — 490 == (3.18)
0 510 <1 <579
0 580 < 1 < 644
\0 645 < 1 < 780

A partir de los resultados generados por la operacién de las ecuaciones
anteriores, es posible graficar de manera aproximada y lineal las componentes

RGB necesarias para generar una longitud de onda de un color determinado
(Figura 3.6).
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Figura 3.6 valores heuristicos del espacio RGB linealizados para longitudes de onda
del espectro visible

3.5.2 Funcionamiento Manual del Prototipo

Para utilizar el prototipo se debe verificar que el computador este encendido y
la camara este acoplada al ocular del microscopio. Una vez seleccionada y
ubicada la lamina histologica en el porta muestras del microscopio e iluminada
con luz /blanca se enfoca la imagen en el monitor del computador.
Posteriormente se selecciona el modo manual haciendo clic en un botén
dispuesto en la interfaz de usuario del software desarrollado. Luego, el usuario
selecciona la longitud de onda con la que quiere iluminar la muestra, mediante
una barra deslizadora que varia su valor entre 380 y 780 nm. Con esta
informacion, el algoritmo desarrollado calcula las componentes RGB asociadas
al color seleccionado y las transmite a la tarjeta Arduino de donde se envian las
seflales PWM a la fuente policromatica, que a su vez ilumina la muestra (Figura

3.7). El usuario también puede visualizar y almacenar la imagen utilizando la
camara digital.
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Figura 3.7 Diagrama representativo del funcionamiento

3.5.3 Funcionamiento Asistido

Al igual que el funcionamiento de manera manual, la lamina histolégica se
coloca en el porta muestras del microscopio y esta vez se selecciona el “modo
semiautomatico” haciendo clic en el botén dispuesto en la interfaz de usuario.
Seguidamente, el aplicativo software permite: seleccion de la region de interés
(seccidn 3.4.1); transformacion al espacio HSV (seccion 3.4.2); calculo del color
complementario (seccion 3.4.3); y transformaciéon de HSV a RGB (seccion
3.4.4). Finalmente, la fuente de iluminacion implementada despliega el color
complementario que ilumina la muestra. Para efectuar el funcionamiento del
prototipo de modo manual y semiautomatico, se utiliz6 una serie de

herramientas digitales que se detallan a continuacion.

3.5.4 Herramientas de Implementacién y Modelado

Las ecuaciones (3.16) a la (3.18) describen las trasformaciones entre longitud
de onda y los espacios de color RGB y HSV. Para implementar estas
transformaciones, se utilizé un algoritmo computacional desarrollado en el
entorno de programacion LabView® que hace uso de la herramienta Matlab
script. Esta configuracion permite establecer integracion, rapida y segura, entre

los algoritmos de modelado y el hardware desarrollado. Matlab Script permite
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transferir datos entre el entorno LabView gréfico y el cédigo Matlab textual, que
facilita la programacion en lineas de codigo y hace que el diagrama de bloques
en LabView sea mas eficiente en espacio y rendimiento. El algoritmo
desarrollado para la generacion de color que hace uso de estas dos

plataformas de programacion se muestra en la Figura 3.8.
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Figura 3.8 Algoritmo de comprobacion. A. comunicacion del software con Arduino B.
Rutina de generacién de la longitud de onda para generacion de un color especifico, C.
Transformacion de longitud de onda a RGB, D. Color producido desplegado por el LED
y E. Vectores de los valores RGB para cada longitud de onda.

La comunicacion del software con la tarjeta Arduino se establece mediante el
protocolo serial RS232 a través del puerto COM23. También se configuran las
salidas PWM en los pines 3, 5y 6 que estan conectadas con los &nodos RGB
de la fuente de iluminacion (A en la Figura 3.8). El modelo de generacion de
color (B en la Figura 3.8) inicia en la franja violeta (380nm) y se extiende hasta
la franja roja (780nm) en intervalos de 10nm. Al Hacer uso de la herramienta de
comunicaciéon entre LabView® y Matlab (Matlab Script) se escribe el algoritmo
matematico que transforma la longitud de onda en valores RGB (C en la Figura
3.8) que esta dado por las ecuaciones (3.16) a la (3.18). Con los valores RGB
se genera el color correspondiente a cada longitud de onda aproximada y se
transmite por medio de comunicacion serial a la tarjeta Arduino, que es la

encargada de gobernar la fuente de iluminaciébn (D en la Figura 3.8).
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Finalmente los valores RGB son almacenados en tres vectores diferentes (E en
la Figura 3.8) que son empleados para calibrar el prototipo desarrollado.

3.6 METODOLOGIA DE VALIDACION

La validacion del prototipo implementado se realiza en tres contextos: el
primero, se basa en el funcionamiento del prototipo; el segundo, en el algoritmo
desarrollado para calcular el color complementario y el tercero, en la evaluaciéon
de la aplicacion y en el uso del prototipo en un ambiente académico

universitario.

3.6.1 Validacion del funcionamiento del Prototipo
La evaluacion funcional del prototipo se realiz6 de mediante la evaluacién de la

generacion del color y la evaluacion de la percepcién del color desplegado.

3.6.1.1 Evaluacion de la Generacién del color

La prueba de generacién de color consiste en componer una serie de colores a
partir del algoritmo de generacion de color desarrollado para compararlos con
el software de referencia Spectra [82], que reproduce colores simulados del
espectro visible a partir de una longitud de onda de referencia y calcula, de
manera automatica, las componentes RGB asociadas a dicha longitud de onda.
A través de esta evaluacion se hallan las diferencias existentes entre las
componentes RGB de cada uno de estos colores y ademas se establece un
error porcentual que permite la calibracion en la generacién de color. Una vez
calibrado el sistema de generacion de color, se procede a calibrar de manera

similar el sistema de recepcion.

3.6.1.2 Percepcion del Color Desplegado

La evaluacion del color desplegado hace referencia a la calibracion del sistema
de generacion de color mediante la camara digital acoplada al microscopio.
Para esto se realizd un barrido espectral, que inicia desde 380 hasta 780 nm en
pasos de 20nm. De esta manera cada color desplegado por longitud de onda,
se refleja sobre una superficie blanca y es fotografiado por la camara digital.
Las imagenes adquiridas se descomponen en sus planos RGB, posteriormente

se grafican en funcion de la longitud de onda y se comparan con los valores
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RGB de la luz de referencia para calcular el error cuadratico medio entre los
dos procesos, el calculo de este valor permite establecer el intervalo de
confianza del sistema desarrollado. De esta manera, tanto la generacion como
la recepcion del color, se encuentran disponibles para reproducir los colores

simulados y para realizar pruebas del célculo del color complementario.

3.6.2 Comprobacioén de la Teoria del Color Complementario

Para validar la usabilidad de la teoria del color complementario, primero se
realizaron pruebas de contraste con la ayuda de personas voluntarias no
relacionadas con la industria del color y posteriormente de manera automatica
con la iluminacion desarrollada, esto con el fin de evaluar el grado de

percepcion de contraste y luego su cuantificacion.

3.6.2.1 Evaluacion por parte de voluntarios no expertos

En la evaluacién por parte de estos voluntarios se considerd que el contraste
observado por ellos es perceptivo, deduciéndose que el contrate se percibe por
la diferencia cromatica entre areas adyacentes, de esta manera, el contraste
entre dos colores se intensifica al ubicar de manera contigua a un color con su
respectivo opuesto. Esta prueba se hizo con el propdésito de establecer de
manera cualitativa la forma como las personas perciben la diferencia de
contraste, para ello se tomd una silueta de color con pequefos rectangulos de
diferentes colores dispuestos en forma de collage. Cada persona indicaba que
color del rectangulo le parecia que resaltaba mas con respecto al fondo, esto
se hizo con la colaboracion de diez voluntarios y utilizando doce diferentes

colores de fondo.

3.6.2.2 Calculo del Contraste Fisico

Al utilizarse la iluminacion desarrollada, se asume que el contraste percibido
por el sistema propuesto, es fisico, deduciéndose la existencia de cambios de
intensidad en las diferentes areas de la imagen, que matematicamente se

expresa de la siguiente manera:
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Lmax — Lmin (3.19)
“m = Imax + Lmin
Donde Lmax y Lmin corresponden a la intensidad percibida maxima y minima
respectivamente y c,, es el contraste calculado a partir de estos valores. Ahora,
con el proposito de hacer célculos de contraste para cada imagen y de este
modo evidenciar de manera cuantitativa la teoria del color complementario, se
consideraron dos maneras de observar la imagen: cuando se refleja y cuando

se trasmite.

e Modelo Reflexivo:

Para el modelo reflexivo se considerd, que iluminando una muestra con su
respectivo color complementario aumenta el contraste. Sin embargo, primero
se debe validar qué sucede cuando se ilumina con el resto de colores del
espectro visible, con esto, se espera un minimo alrededor de la longitud de
onda que corresponda al color complementario. En este modelo, como se
observo en la seccion 2.2.2.2, las imagenes adquiridas estan sujetas a la teoria
sustractiva de color. De esta manera, la hipétesis que se plantea incluye
también, que al iluminar la muestra con el mismo color se obtenga un maximo
de intensidad, asi la diferencia entre las dos imagenes producird un maximo
contraste fisico: sea I; la imagen iluminada con el color complementario e I, la
imagen iluminada con el mismo color, el contraste fisico entre I; e I, esta dado

por:

L—1h

C =
L+

(3.20)

Para validar lo anterior, se hizo un collage con algunos colores del espectro
visible que se iluminaron con un barrido espectral (Figura 3.8) en pasos de 10

nm en un ambiente de iluminacién controlada.
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a. b.

Figura 3.9 Collage usado para la validacion del contraste. a) Montaje del collage b)
barrido del espectro al collage

e Modelo transmisivo

En teoria, este es el modelo que mejor se ajusta a la observacion mediante un
microscopio Optico, ya que lo observado por el profesional en salud o lo
captado por la camara es la transmitancia, que es definida como la relacién

entre la luz que incide y la que atraviesa la muestra, ecuaciéon 3.21.

I (3.21)

Donde T: Transmitancia
I: Luz que traspasa la muestra

lo: Luz que incide en la muestra
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Para calcular la transmitancia de una muestra delgada y coloreada
previamente, se utilizaron trozos pequeiios de siluetas tomadas del collage que
se adaptaron a un porta muestras, y se iluminaron con los colores del barrido

espectral a intensidad y saturacion constantes (Figura 3.10).

Figura 3.10 Montaje Transmitancia

3.6.3 Estudio de la Aplicacién en un Entorno Académico: Validacion por
Expertos

La validacién de esta propuesta se realiz6 con pruebas de desempefio del
prototipo. Para esto se emple6é la metodologia DESMET [83], que ayuda a
planear y ejecutar un ejercicio de evaluacion imparcial y fiable que depende del
contexto. Se recomienda utilizar de tres a cinco expertos, los cuales se
consideran suficientes y la inclusion de un mayor niamero de ellos, no garantiza
una mejora en el resultado [84]. Para esta validacion fue necesario: fotografias
de muestras histologicas iluminadas con los diferentes colores generados por
el prototipo desarrollado y el registro de las apreciaciones ssubjetivas
(encuesta), utilizando placas histolégicas de diferentes 6rganos como: pulmaon,

higado, traquea, mama, prostata y mucosa gastrica. Estas muestras fueron
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elegidas debido a que son los 6rganos que presentan la mayor frecuencia de
patologias en el sur occidente colombiano. Esta encuesta fue respondida tanto
por expertos procedentes de la Universidad del Cauca y del Hospital
Universitario San José como por Ingenieros expertos en el area de
procesamiento digital de iméagenes, a fin de cruzar los resultados y obtener

informacioén correlacionada.
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4. RESULTADOS

4.1 INTRODUCCION

En este capitulo se presentan los resultados del algoritmo de generacion de
color que permite manipular las componentes RGB de cada color para
desplegarlo en la fuente de iluminacién policromatica, también se ilustran los
resultados para el color captado por la cAmara que indican el grado de error de
cada componente de la fuente de iluminacién respecto del color generado,
ademas se realizd la comprobacién de la teoria del color complementario, que
indica el color que aumenta el contraste al maximo de otro dado, igualmente se
experimentd de manera cualitativa la percepcién del contraste por parte de
poblacién no experta en la industria del color y de este modo, comparar los
resultados obtenidos con los tedricos, equivalentemente se realizé la
cuantificacion del contraste fisico que permitié la comprobacion de la teoria del
color complementario y por ultimo se muestra la aplicacion de la mitologia

propuesta a placas histolégicas en un ambiente académico universitario.

4.2 PRUEBA DEL ALGORITMO DE GENERACION DE COLOR

Para probar el algoritmo de generacion de color y siguiendo la metodologia
descrita en la seccién 3.6.1.1, se eligieron aleatoriamente diez colores y se
obtuvieron sus componentes RGB para cada una de ellos. Estos valores RGB
se compararon con los generados por el software Spectra (subindice s en la
tabla 4.1) que fue considerado como referencia. Luego, se calculo el error
porcentual entre los resultados del algoritmo propuesto y los del software de

referencia, los cuales se sefialan en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1Diferencia en la generacion de color en comparacion con el patron.

Longituddeonda | Rs | R Error | Gs | G |Error% | Bs | B | Error%
A %
386 114 | 114 0 0 0 0 124 | 124 0
420 106 | 106 0 0 0 0 255 | 255 0
471 0 0 0 174 | 174 0 255 | 255 0
504 0 0 0 255 | 255 0 97 | 97 0
567 216 | 216 0 255 | 255 0 0 0 0
615 255 | 255 0 137 | 137 0 0 0 0
668 255 | 255 0 0 0 0 0 0 0
704 248 | 248 0 0 0 0 0 0 0
772 115|115 0 0 0 0 0 0 0

Como se puede observar los resultados de la tabla 4.1, indican que el software
propuesto calcula correctamente las componentes RGB de cada color respecto
del software de referencia obteniéndose concordancia total. Este procedimiento
es fundamental, debido a que estas componentes son utilizadas para gobernar
la fuente de luz policromatica del prototipo y asi simular un color especificado.

4.3 PRUEBA DEL COLOR DESPLEGADO

Para comprobar que el despliegue de color del prototipo implementado
funcionaba de manera adecuada, se simulo un barrido espectral, con el
software implementado en la seccién 3.6.1.2, desde 380 hasta 780 nm en
pasos de 20 nm, que generd colores aproximados al espectro visible, con ellos
se ilumino una superficie blanca y se capturo su reflejo con la camara. Los
colores adquiridos por la camara se descompusieron en sus valores RGB y se
compararon con los valores de referencia. La variacion del color generado con

respecto al color captado por la camara se presentan las Figuras 4.1 ,4.2y 4.3.
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Figura 4.3 Variacion de la componente azul (B)

Para medir la diferencia entre el color generado y el “visto” por la camara se
utilizé el error cuadratico medio y también un error porcentual para cada uno de

los canales (R,G,B), donde el error cuadratico medio esta dado por:

ECM = AN C.—C,)?
_ﬁz( c = Cg) (4.1)
1=

De donde C,.: Color captado por la camara

C4: Color generado por el algoritmo

n: Valor de posibilidades
Para este caso puntual n tiene un valor de 255 que es el maximo valor que
puede tener una componente, aplicando esta ecuacion a los resultados

presentados en las graficas anteriores se obtuvieron los errores presentados en
la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Error cuadratico medio (ECM) y porcentual entre el color generado vy el
captado por la camara para cada una de las componentes (RGB)

Componente ECM Error %
Rojo (R) 3.60 1.41
Verde (G) 13.36 5.24
Azul (B) 2.48 0.97
Total 2.54

Los resultados de la tabla 4.2 evidencian que la mayor dificultad se encuentra
con la componente verde donde se obtuvo un error del 5.24%. Este error
posiblemente se pudo presentar por dos factores: falta de gobernabilidad de la
componente verde de la fuente de iluminacién o baja sensibilidad de la camara
para la misma componente. En este trabajo no se investigo la fuente del error
por considerar que no era representativo ya que el desempefio medio del
sistema fue del 97.46% que es significativamente alto en comparacioén al error

generado.

4.4 COMPROBACION DE LA TEORIA DEL COLOR COMPLEMENTARIO

Para comprobar el desempefio del sistema en el calculo del color
complementario, se procedié de dos maneras: se iluminaron muestras de un
color conocido con diferentes colores y se pidi6 a diez observadores que
seleccionaran el color donde mayor contraste percibieron; también, se
realizaron medidas de cambio de intensidad, de contraste y de transmitancia

para un collage de colores.

4.4.1 Percepcion de Contraste

De acuerdo a la metodologia propuesta en la seccion 3.6.2.1 que indica la

manera de evaluar, de forma cualitativa, la teoria del color complementario, se

utilizaron siluetas de colores caracteristicos que se ordenaron en forma de
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collage, y se realizd una encuesta a diez personas, no expertas en la industria
del color, pidiéndoles que sefialaran el color que resaltaba més con respecto al
fondo en los diferentes collages. De esta informacion, se obtuvieron los
resultados mostrados en la tabla 4.3, en dicha tabla tanto columnas como filas
tienen valores iguales en los encabezados y representan la longitud de onda
aproximada de: el fondo del collage en las filas y las siluetas sobrepuestas al
fondo en las columnas. Ademas, se muestran celdas sombreadas de color
azul, las cuales corresponden al color complementario tedrico del fondo, y el
namero de personas que eligieron determinada silueta como la que mas

resaltaba.

Tabla 4.3 Percepcion del color complementario por personas ho expertas. n=10

410 420 430 440 470 480 510 550 570 580 600 650

410 0 2 5 3

440 6 4
470 3 2 5
480 5 5
510 0 1 1 8
550 0 1 9
570 0 2 3 5
580 6 4
600 7 0

650 6 4

Para el caso de la longitud de onda correspondiente a 410 nm el color
complementario es aquel que se sitia aproximadamente en 510 nm; como se
observa en los resultados de la Tabla 4.3 ninguno de los observadores eligié
este valor, sin embargo, los colores elegidos se sitlan contiguos a esta longitud
de onda. Para 440 nm, el color que mas seleccionaron los usuarios fue 580 nm,
lo que corresponde al color complementario tedrico. Para el caso de 470 nm, el
color complementario esta situado en 600 nm, lo que tiene concordancia con
los resultados obtenidos, los cuales se ubican alrededor de este valor. Por su
parte para 480 nm, el color complementario esta situado en 650 nm como se
comprobd con la mitad de las personas encuestadas y los restantes se acercan
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al valor real. En 510 nm, se evidencia que ningun encuestado acerté en sefalar
el valor real, pero se acercan, pese a que la tabla muestra una lejania, se debe
recordar que los colores estan dispuestos en un circulo cromatico, asi que las
tonalidades y aun los valores son muy cercanos al valor tedrico, esto aplica de
igual manera para las longitudes de onda correspondientes a 550 nm y 570 nm.
En el caso de 600 y 650 nm la cercania es alta incluso en los 650 nm la

mayoria de observadores acerto al color complementario tedrico.

4.4.2 Contraste Fisico

Para cuantificar el cambio de contraste y de esta manera calcular el
desemperio del sistema se utilizaron dos modelos reflexivo y transmisivo, con
esto se buscé calibrar el sistema y medir su aplicabilidad en la observacion de
placas histolégicas.

4.4.2.1 Desempefio modelo reflexivo

Para la medicion del desempefio de este modelo, se tomaron cuatro colores
representativos del collage: azul, verde, amarillo y rojo, A, B, Cy D en la Figura
4.4. Estos colores fueron iluminados con colores simulados entre 380 nm y 780
nm en pasos de 10 nm, posteriormente se calculo el contraste fisico Ecuacion
(2.12) y se grafico en funcion de la longitud de onda aproximada con que

fueron iluminados, figuras 4.5 ala 4.7.
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Figura 4.4 Collage usado para validar el modelo reflexivo. Se eligieron los colores A.
Azul B. Verde C. Amarilloy D. Rojo
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Figura 4.5 Contraste del color azul y la iluminacién producida con la aproximacion
heuristica
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Figura 4.6 Contraste del color verde y la iluminacion producida con la aproximacion
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Figura 4.7 Contraste del color amarillo y la iluminacién producida con la aproximacion
heuristica
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Figura 4.8 Contraste del color rojo y la iluminacién producida con la aproximacion
heuristica

Al detallar las figuras 4.5 a la 4.8 se puede observar que existe un minimo en la
intensidad cuando se ilumina la muestra con su misma tonalidad, lo cual indica
un contraste bajo y existen maximos cercanos al valor del color
complementario tedrico (etiquetas de las figuras). Para el caso de la figura 4.5,
el color complementario tedrico se sitta alrededor de los 550 nm y de la gréafica
se detalla que este valor es cercano al valor donde existe un maximo contraste,
en la figura 4.6, es notorio observar que existe un maximo contraste alrededor
de los 400 nm, donde este valor es proximo al del color complementario
tedrico para el verde, en la figura 4.7 se constata que existe un maximo
pronunciado alrededor de 450 nm que corresponde a tonalidades azules que
son complementarios a las tonos amarillos y por ultimo en la figura 4.8 existe
un maximo alrededor de los 500 nm que corresponde a tonalidades entre azul y

verde (Cian) que tedricamente son complementarios al rojo.

4.4.2.2 Desempeio del modelo transmisivo
Para la medicion del desempefio en la transmision del color a través de las
siluetas de colores, se tomaron fragmentos rectangulares de los colores
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etiquetados (B, C, D) en la figura 4.4 de manera que cubriera por completo una
lamina porta muestras y, al igual que en la etapa de modelo reflexivo, cada
silueta fue iluminada por los colores comprendidos entre los 380 y 780 nm en
intervalos de 10nm. A partir de estos datos se calculd la transmitancia,
intensidad incidente e intensidad captada (transmitida), para los canales RGB a
lo largo de las longitudes de onda del espectro visible, Figuras 4.9 a la 4.10.
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Figura 4.9 Transmitancia RGB en el verde A) Transmitancia en el verde B) Intensidad
emitida Vs captada (G) C) Intensidad emitida Vs captada (B) D) Intensidad emitida Vs
captada (R)
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Con respecto a los datos obtenidos en la silueta verde (figura 4.9) se puede
evidenciar que existe una atenuacion de la intensidad captada respecto de la
emitida en los tres canales, pero a pesar de esta consideracion, en el canal
verde (B en la figura 4.9) se comporta de manera similar la intensidad emitida y
la captada cuando es iluminada la muestra con longitudes de onda de esta

misma tonalidad.
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Figura 4.10 Transmitancia en el amarillo A) Transmitancia en el amarillo B) Intensidad
emitida Vs captada (G) C) Intensidad emitida Vs captada (B) D) Intensidad emitida Vs
captada (R)

Al hacer una andlisis de los resultados obtenidos en la figura 4.10 se puede
observar que la intensidad capturada y la intensidad emitida en los canales rojo

(D en la figura 4.10) y verde (B en la figura 4.10) se comportan de manera
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similar, esto indica que la mayor parte de la luz emitida esta transmitiéndose a
través de la muestra, esto se debe a que la silueta utilizada es de una tonalidad

amarilla y la cual estd compuesta por una la mezcla R-G (rojo y verde).
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Figura 4.11 Transmitancia en el rojo A) Transmitancia en el rojo B) Intensidad emitida
Vs captada (G) C) Intensidad emitida Vs captada (B) D) Intensidad emitida Vs captada

(R)
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En base a los datos obtenidos en la figura 4.11 se puede constatar que la
intensidad emitida y captada en el canal rojo (D en la figura 4.11) son similares
en las longitudes de onda comprendidas entre 550 y 700nm, lo cual se debe a
que la muestra esta siendo iluminada por su misma tonalidad (roja), lo que
indica que la transmitancia en esta zona es “total”.

En los datos obtenidos de las figuras 4.9 a la 4.11 se puede notar que existen
zonas donde la intensidad de luz transmitida es mayor que la luz incidente. Lo
anterior se produce porque los colores de las siluetas no son monocromaticos,
y tienen valores en las tres componentes, asi, cuando la luz incide hay una

transmitancia en el espacio RGB.

4.5 PLACAS HISTOLOGICAS

4.5.1 Prueba Piloto

Para la valoracion subjetiva de la técnica implementada, se realiz6 una
evaluacion previa la cual consistidé en la exposicion de cuarenta imagenes
procedentes de una lamina de mucosa gastrica, tefiida con la técnica de rutina
(Hematoxilina- Eosina), la cual habia sido iluminada con colores comprendidos
entre 380 y 780 nm con intervalos de 10 nm. Esta presentacion fue observada
por un histélogo procedente del departamento de Morfologia, de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca. En la evaluacion se utilizé un
formato para registrar los colores de la iluminaciébn que mayor informacion
brindaron al momento de valorar los detalles histol6gicos.

De acuerdo a los resultados expresados por el profesional de la salud a través
la de encuesta, sugieren que las longitudes de onda que brindan una buena
informacion, debido al contraste generado por la iluminacion, estan entre 460 y
490 nm, como se puede evidenciar en las figuras 4.11 a la 4.14. Estas
imagenes fueron adquiridas bajo condiciones de iluminacion controlada y a un
aumento de 10X, utilizando un microscopio 6éptico convencional del
departamento de Morfologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad del Cauca, las imagenes restantes se encuentran en el anexo B.
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Figura 4.12 Mucosa gastrica iluminada a 460 nm

Figura 4.13 Mucosa gastrica iluminada a 470
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Figura 4.14 Mucosa gastrica iluminada a 480 nm

Figura 4.15 Mucosa gastrica iluminada a 490nm
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El andlisis subjetivo de las figuras 4.12 a la 4.15, sugieren que la muestra de
mucosa gastrica iluminada con estas longitudes de onda simuladas por el
sistema, se percibe un mejor contraste, lo que permite al profesional en salud,
detallar de manera mas evidente las glandulas y otros elementos de la mucosa
(zonas de interés en el estudio histopatologico de cancer gastrico), ya que con
esta iluminacién su perimetro se demarca mas claramente, ademas permite
que las luces glandulares sean mas notorias, al compararse con la imagen

original.

4.5.2 Evaluacion Académica por Expertos

Para llevar a cabo la evaluacion del sistema en un ambiente académico
universitario se solicitd una valoracion de expertos procedentes del Hospital
Universitario San José de la ciudad de Popayan e Ingenieros expertos en el
area de procesamiento de imagenes. Esto se realizdé de una manera similar a la
prueba piloto, haciendo uso de las imagenes dispuestas en la presentacion de
diapositivas ya mencionada, pero esta vez se utilizaron imagenes de placas
histologicas de diferentes 6rganos: mama, préstata, colon, trdquea, pulmoén e
higado. Para esto, se pidi6 a los expertos de cada disciplina que observaran y
eligieran las imagenes, donde, de acuerdo a su concepto, se vean mayor
cantidad de detalles. Asi, cada evaluador diligencié un informe escrito basado
en encuestas las cuales permitieron generar una estadistica y asi evaluar
elementos coincidentes entre las dos disciplinas evaluadoras (Figura 4.16 y
4.17).
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Figura 4.17 Estadistica de la evaluacién hecha por especialistas

De acuerdo con los datos obtenidos es posible evidenciar la existencia de

mayor en los detalles histologicos, al iluminarse la muestra con colores entre
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500 nm y 550 nm que corresponden a tonalidades entre cian y verde, ademas,
si estos colores se observan en el circulo cromatico se puede verificar que
estan situados aproximadamente a 180° en relacion a los colores que genera la
tincion de Hematoxilina-Eosina en estos tejidos(figura 4.19), de este modo se
demuestra la complementariedad de los colores caracteristicos de las placas
histoldgicas tefiidas con la técnica de Hematoxilina-Eosina.

- DO

Figura 4.18 Imagenes Histoldgicas superpuestas en el Circulo Cromatico

Adicionalmente, se encuentra que las imagenes presentan un fondo uniforme
que al combinarlo con la demarcacion de las glandulas, en teoria, podria
generar mejores descriptores desde el punto de vista del procesamiento digital
de estas zonas de interés y asi facilitar el diagnéstico histopatologico, que en el
caso de enfermedades gastricas serviria para mejorar, por ejemplo, la
clasificacion del grado de atrofia que se observa en algunos casos de gastritis
causado por la infeccién de Helicobacter pylori, considerado por la OMS como

un importante problema de Salud Publica a nivel mundial.
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5. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

En el presente apartado se ilustran las conclusiones obtenidas de acuerdo con
los objetivos, la pregunta de investigacion y experimentos planteados en este
trabajo de grado, del mismo modo se presentan recomendaciones y posibles

trabajos futuros que se puedan llevar a cabo con la aplicacion desarrollada.

5.1 CONCLUSIONES

Mediante la realizacibn de este proyecto se logré disefiar y construir un
prototipo que permite una mejor visualizacion de imagenes de preparados
histoldgicos y por ende facilita la observacion de las zonas de interés tanto
para el observador (microscopista) como para los algoritmos de vision por

computador (Ingeniero).

El prototipo permite acoplarse a un microscopio Optico convencional y esta
constituido por dos componentes: el primero es el hardware, que consta de una
tarjeta Arduino Uno ®, una fuente policroméatica y una camara para
microscopia; el segundo componentes es el software para controlar la
iluminacion que reproduce en forma aproximada los colores del espectro
visible y de esta manera permite el aumento de contraste. Ademas, la
implementacion de este algoritmo permitié la comprobacién de la teoria de los

colores complementarios, tanto de manera cualitativa como cuantitativa.

El prototipo desarrollado fue evaluado mediante la iluminacion con colores
aproximados del espectro visible a muestras histolégicas previamente
tincionadas con H-E correspondientes a diferentes 6rganos: mucosa gastrica,
traquea, higado, pulmén, mama, colon y prostata. Esta evaluacion se llevo a
cabo por especialistas vinculados al Hospital Universitario San José de
Popayan, e Ingenieros expertos en procesamiento digital de imagenes,
evidenciando que este prototipo también puede ser utilizado en un ambiente

académico universitario.
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Tradicionalmente los microscopios 6pticos solo cuentan con tres opciones para
la modificacion del color de la iluminacion mediante tres filtros (rojo, verde y
azul). El desarrollo de esta técnica innovadora le brinda la posibilidad al
microscopista de encontrar un filtro que se adapte a sus requerimientos
personales, ya que este sistema genera modificaciones de la fuente de luz con
aproximadamente cuarenta colores diferentes, mejorando asi, el contraste de la
zona de interés. De esta manera se convierte en un sistema de ayuda para el
analisis histologico que permite reducir tiempos de evaluacion facilitando el

proceso diagnostico.

5.2 RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

En vista de los resultados obtenidos con la aplicacion de este sistema, se
recomienda que la visualizacion de las muestras histoldgicas se realice bajo
condiciones controladas de iluminacion para evitar artefactos nocivos para el

procesamiento digital de estas imagenes.

Como trabajo futuro se plantea, ampliar la aplicacibn de este prototipo al
procesamiento de placas histologicas con patologias especificas, visualizando
diferentes descriptores como: conteo, segmentacion, clasificacion entre otros,
gue en combinacién con esta técnica, permitiria desarrollar una herramienta

automatica que ayude al diagndstico rapido de estas patologias.

Se espera implementar esta técnica con otro tipo de coloraciones y tejidos
(animales y vegetales), ya que esta técnica es independiente de la coloracion

utilizada.

Adicionalmente se plantea su utilizacion en el estudio de muestras in vivo de
fluidos corporales, principalmente sangre y bilis, pues se cumpliria el mismo

principio: iluminar y observar con mejor contraste.

Por otra parte, se espera que este proyecto sirva de apoyo para el analisis

automatico de placas histolégicas y ademas contribuir con la disminucion de las
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variaciones intra e inter-observador al mejorar el contraste, lo cual sera
reflejado en los resultados diagnosticos.
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UNIVERSIDAD DEL CAUCA
PROGRAMA DE INGENIERIA FiSICA

OPTIMIZACION DE LA OBSERVACION DE MATERIAL HISTOLOGICO MEDIANTE TECNICAS DE PROCESAMIENTO OPTICO Y
DIGITAL DE IMAGENES

En las siguientes imagenes proyectadas se observaran fotografias de una lamina de mucosa gastrica, la cual fue iluminada con
diferentes longitudes de onda. Por favor, seleccione con (X) la casilla correspondiente a la longitud de onda, que usted considere
mejora la observacién de los detalles histologicos de esta imagen.

Longri]t;: de Seleccion Observaciones Ld(;ngri]t:: Seleccidén Observaciones
380 nm 590 nm
390 nm 600 nm
400 nm 610 nm
410 nm 620 nm
420 nm 630 nm
430 nm 640 nm
440 nm 650 nm
450 nm 660 nm
460 nm 670 nm
470 nm 680 nm
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480 nm

490 nm

500 nm

510 nm

520 nm

530 nm

540 nm

550 nm

560 nm

570 nm

580 nm

ovservaciones:

690 nm

700 nm

710 nm

720 nm

730 nm

740 nm

750 nm

760 nm

770 nm

780 nm

Gracias por su valioso tiempo.
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