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INTRODUCCION

El proposito de este trabajo es obtener una secuen-
cia de imagenes al recorrer el espécimen a lo largo
del eje axial del microscopio "*¥; Encontrando de-
talles en la muestra bioldgica gracias a las molécu-
las fluorescentes que se adhirieren a secciones es-
pecificas de ésta, haciéndose visibles con respecto
a otros segmentos que conforman el mismo 59

Asi, se da una apreciacion concreta de la muestra
con adaptacion digital en la secuencia de imagenes
adquiridas del espécimen.

Realizando un barrido espacial vertical, es perc-
ibida la maxima intensidad luminosa en ciertas
regiones, mientras que en otras aparenta desvan-
ecimiento. Cada imagen por si misma tiene infor-
macion parcial de la muestra bioldgica, que ira,
desde una ubicacion espacial hasta maxima in-
tensidad de la sustancia fluorescente. Tal como se
ilustra en la figura 1, al recorrer toda la muestra se
obtiene informacion de la misma haciendo uso de
tratamiento digital de imagenes.

MATERIALES Y METODOS

El montaje esta formado por un microscopio de
campo claro adaptado a fluorescencia: Nikon-
Eclipse ME-400, que incluye una lampara de mer-
curio, un cubo de filtros UV-2A y un objetivo de
40x. La adquisicion de realizd con una cdmara
Nikon Coolpix P6000.

La muestra pertenece a células THP1 tenidas con
fluorocromo Hoechst 33342, obteniendo un stack
de imagenes, para las cuales, cada imagen fue tom-
ada a paso axial de un micrémetro.

Pensando en mejorar la imagen de la muestra, el
ruido aditivo presente en la adquisicion dada por el
sensor, puede ser reducido al hacer uso de los mét-
odos como imagen promediada o wavelet 78210
Al realizar el recorrido espacial sobre toda la mues-
tra, la iluminacion percibida puede provenir de re-
giones cercanas no enfocadas. Por lo tanto, en las
regiones de las imagenes donde no esta presente la
sustancia de fluorescencia, puede presentarse ilu-
minacion no relevante para la adquisicion.

Figura 1. Stack de imagenes obtenidas a lo largo del eje axial del microscopio, perteneciente a una mues-
tra que contiene células sanguineas. Dimensiones 94 um x 112 pm. Fuente: Centro de Investigacion en
Enfermedades Tropicales (CINTROP). Archivo fotografico Personal
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Otro método para estudiar es el de maxima inten-
sidad para una imagen bidimensional, a partir de un
stack de imagenes con diferentes puntos de focal-
izacion, se obtiene una Unica imagen, la cual con-
tendrd todos los puntos de maxima claridad y da
una apreciacion global del volumen del espécimen?.

El proceso en el cual tiene lugar la luz y un mate-
rial en particular como es en este caso una mues-
tra bioldgica; posee un recorrido espacial (r) (a lo
largo del plano imagen) a través de esta muestra,
que tiene un area determinada. Su intensidad emer-
gente (I), se relacionaré con la intensidad incidente
(To) por medio de la expresion de Beer—Lambert*:
Meétodo justificable para una imagen en la que se
desea disminuir la iluminacién de fondo presente
en la muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los métodos dados por las ecuaciones
(1) y (2), se puede realizar una comparacion entre
los resultados de trabajar con multiples imdgenes,
con una sola imagen trabajada con wavelet; como
se puede apreciar en la figura 2.

Una caracteristica para resaltar es que la imagen
promediada actia sobre un conjunto de imagenes
adquiridas bajo una misma posicion axial; pre-
sentando un mejoramiento en calidad aunque el
tiempo del proceso se puede incrementar. Por otro
lado, el método de wavelet hace uso de una sola
imagen y el tiempo en procesarla sera menor.

Al tener un stack de imagenes para el cual se desea
obtener una sola imagen representativa del espéci-
men, se puede hacer uso del método de profundi-
dad de campo extendido, y presentar una imagen

Figura 2. Diferencia presentada en una imagen del espécimen para el cual la imagen con ruido de Pois-
son (superior) es reducida al aplicar el método de imagen promediada (inferior). Fuente: CINTROP.

Archivo fotografico personal.

Innovaciencia

21



22

Innovaciencia

bidimensional con caracteristicas de todo
el espécimen’. Esto mejora notablemente la
imagen con respecto a solo tomar una ima-
gen individual.

En la figura 3 se puede notar que el nticleo
representa la adhesion de la sustancia flu-
orescente, por ello, haciendo uso del mét-
odo de Beer-Lamber se obtendria la figura
4, resaltando las regiones en la muestra de
mayor interés. El contraste juega un papel
importante en la descripcion del contorno
presente en la fluorescencia.

Figura 3. Profundidad de campo extendido
para una muestra de THP1, la imagen resul-
tante es una imagen de maxima intensidad
bidimensional.

Ademés, la figura 5 ilustra la distribucion
de intensidad con un histograma de las fig-
uras anteriores; notese como el contraste se
hace evidente.

Al conocer las posiciones axiales en la
adquisicion del stack de imagenes, la su-
perficie de la muestra bioldgica puede ser
ilustrada ?®. Se tendria una imagen en di-
mensiones reales totalmente medible en los
tres ejes coordenados.

Figura 4. Representaciéon de la imagen
de maxima intensidad procesada con la
ecuacion de Beer-Lambert.



Figura 5. Histograma de las imdgenes de las figuras 3 y 4. Figura 6. Imagen del estado de
Se muestra como ha aumentado el contraste para la imagen superficie de la célula, dimen-
de intensidad. siones 94 um x 112 pm.

Al obtener informacion tridimensional de la muestra, podremos caracterizar tanto su topografia como su
textura®. Resultando en una imagen sintética a partir de un conjunto de imagenes en el que se pueden
cuantificar en igualdad de condiciones, todos los componentes de la muestra.

Figura 7-8. Representacion en tres dimensiones de la imagen de textura y de la imagen de tomografia respectivamente.
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CONCLUSIONES

* Con la maxima intensidad observada en una
region enfocada de la muestra, puede obtenerse
una sola imagen como una representacion en dos
dimensiones de todo el volumen de la misma.

» Realizando el proceso adaptativo con métodos
como wavelet y analisis del decaimiento de lu-
minosidad se logran imagenes con aumento de
contraste y reduccion de la borrosidad, evitan-
do los detalles que no ofrezcan informacion
apreciable del objeto.

* Se conservan detalles contrastados en la im-
agen, detalles complicados de observar sim-
plemente con el uso del microscopio de campo
claro para un solo plano de la imagen.
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