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Resumen

En el campo de procesamiento de imagenes, lacéécde segmentacion permiten
identificar y definir regiones de interéegions of interestROIs) dentro de una imagen.
Aplicada a la biologia y la biofisica, la segmeiftacde estructuras en imagenes
microscopicas es indispensable para su posteraisesnmorfologico.

Este trabajo aplica métodos para la segmentacaracterizacion morfolégica de
estructuras bioldgicas, mediante contornos actigasameétricos que interactian con
campos vectoriales de flujo de gradientgsdient vector flowGVF, generalized gradient
vector flow GGVF). Los contornos activos son modelos matemsgtigue controlan la
deformacion de curvas (dos dimensiones) o supesfitires dimensiones), mediante la
accion de parametros intrinsecos (fuerzas interryaspmpos vectoriales calculados en
funcién las variaciones de intensidades en las émgg (fuerzas externas). Se define un
funcional de energia interna y externa que se bosnamizar mediante la ecuacién de
Euler-Lagrange; afiadiendo un parametro de tiempuaalelo se aproxima una solucion
con meétodos iterativos. Se implementaron contomis/os en dos dimensiones, para
luego extender su formulacion y aplicacion como esfigies activas en ROIs

tridimensionales.

Se establecio un criterio para optimizar la resolucde contornos en dos
dimensiones, en base a la evaluacion de curvgiurdaps de inflexion y perimetro. Para
tres dimensiones se evaluaron mallas de superéigiéincion de la precisién en el calculo

de area y regularidad de curvatura.

Los métodos desarrollados fueron integrados a pheaaién computacional para
procesamiento de imagenes, combinandose con otresicds de segmentacion,

reconstruccion, visualizacion y parametrizacioresteucturas biologicas.



Summary

In the field of image processing, the segmentatimhniques allow to identify and
to define regions of interest (ROIs) within an irmad\pplied to Biology and Biophysics,
the segmentation of structures in microscopic image indispensable for its later

morphologic analysis.

This work applies to methods for the segmentationd amorphologic
characterization of biological structures, by meafisparametric active contours that
interact with gradient vector flow fields (GVF, gealized gradient vector flow fields,
GGVF). The active contours are mathematical modedd control the deformation of
curves (two dimensions) or surfaces (three dimers3jdoy means of the action of intrinsic
parameters (internal forces), and vector fieldswated as a function of the variations of
intensities in the images (external forces). A tiomal of internal and external energy is
defined that is aimed to be minimized by meandefdaquation of Euler-Lagrange; adding
a time parameter to the model a solution with tteeamethods can be approximated.
Active contours in two dimensions were implementigst, and then extended in their

formulation and application as active surfacedinreé-dimensional ROIs.

A criterion was settled down to optimize the resolu of contours in two
dimensions, on the basis of the evaluation of dureainflection points and perimeter. For
three dimensions surface meshes were evaluateel] lo@isthe precision in the calculation

of area and regularity of curvature.

The developed methods were integrated to a compu#htapplication for image
processing, being combined with other techniquesse§mentation, reconstruction,

visualization and parametrization of biologicaustures.



Capitulo 1: Antecedentes Generales

1.1 Introduccién

En las ultimas décadas, el procesamiento compuiaicen imagenes ha cobrado
relevancia dentro de diversas areas del quehamtifaio. Imdgenes de microscopia, rayos
X, resonancia magnética, ultrasonido, entre otrequieren de técnicas que permitan
extraer de ellas informacion significativa e intetpble por los profesionales del area, con
el mayor nivel de precision y detalle que sea pedidgrar. Se han desarrollado distintos
métodos para clasificar, visualizar, realizar segemtos y cuantificar una variedad de
estructuras anatdmicas en dos y tres dimensionesOp{, desde niveles macroscopicos
hasta microscopicos, con diversos ejemplos deaapdio [Caz95, Mci96, Whi01, Lin03,
Liu03].

En el campo de la biofisica y la biologia celuklrprocesamiento de imagenes ha
permitido profundizar el estudio de diversas estmas bioldgicas [Boi96], entregando
informacion que de otro modo seria mas dificil atasa, si no imposible de obtener.
Ejemplo de esto lo constituyen los andlisis de ologia, textura, topologia 0 movimiento
de células, tejidos y 6rganos; ademas de reaccigmi@sicas en sus distintos niveles de

organizacion.

La biologia celular concentra su estudio en esirastmicromeétricas, las que son
observadas mediante sistemas de microscopia, bajodictones experimentales
controladas. A este nivel de resolucion, cobragvegicia las caracteristicas e interacciones
fisicas micro y macro moleculares, asociadas dikimtas estructuras y al sistema mismo
de observacion. Los modelos y técnicas experimentdeérivadas de la fisica aparecen
como un enfoque que permite elucidar informaciombresolas estructuras y sus

interacciones, como partes de sistemas mas coraplejo

Como en todo experimento de observacion, se raxuer procedimientos que
introduzcan el menor nivel posible de alteraciosme$as estructuras celulares bajo estudio.
Para los sistemas de microscopia, resulta Utilcapliécnicas de marcado sobre las
estructuras que se han de observar: medianteitaeph de compuestos especificos, estas
estructuras se hacen distinguibles al microscdfnmoeste contexto aparecentcroscopia
confocal de fluorescenciacapaz de medir concentraciones de moléculasegentes al
interior de las células, como una alternativa dgtsra estudios de morfologia y dinamica

de comportamiento.



1.2 Microscopia Confocal

El estudio de la dinAmica del comportamiento celulequiere de procedimientos
que permitan observar a las estructuras de in@réastantes de tiempo dados. Ademas,
para el analisis morfologico se hace necesarioodmpde herramientas que permitan
capturar informacién en distintos puntos dentro dalumen o superficie observada,
durante los distintos instantes de observaciorbi&i la microscopia electronica ofrece
imagenes de muy alta resolucion (a nivel atémid®%m), requiere fijar las estructuras a
ser observadas sobre un medio, causando su myegte gonsecuencia, impidiendo un
seguimiento temporal. Es por esto que la microscamnfocal aparece como una
alternativa para seguir la dindmica del comportatoieelular, sin causar dafio letal, puesto

gue no requiere la fijacion de la muestra.

Aunque sus fundamentos se establecieron en 195388y)i s6lo a finales de la
década de 1980 la tecnologia laser permitio masifiel uso de los microscopios
confocales; desde entonces la microscopia congechh convertido en un estandar, debido
tanto a la relativa facilidad en la preparaciénnigestras, como al desarrollo de técnicas
para el refinamiento de las imagenes adquiridasLlJRJRL2]. Prueba de esto es la
extensa aplicacion de este tipo de sistemas ereald® la biologia celular, en lineas de
investigacion tales como el estudio de procesomembranas, cambios de morfologia y
organizaciéon de estructuras intracelulares e ialglares [AlvO3, AlvO4a/b, Fan02/06,
Har03, HarO4a/b/c/d, HarO5a/b, HarO6a/b, Roj04,03ydul06, Ver05]. Ademas, recientes
trabajos han extendido el concepto fundamentahdritroscopia confocal, desarrollando

mejoras en la resolucion [Hel04].

La microscopia confocal, si bien presenta una uvesah inferior a la de la
microscopia electronica, tiene la ventaja de quenjte tomar imagenes de muestras en
cortes tanto verticalesz)( como horizontalesx( y). La resolucion de la microscopia
confocal es del orden de nanémetros®}) con cortes verticales relativamente finozen
(~500nm) y con una mejor resolucién en el planoizbotal (~150nm), debido a la
difraccidon de las ondas luminicas en el sistemd9d=gn98, Sch98]. Aun asi, el nivel de
resolucion de los microscopios confocales ha radaltser suficiente para el estudio

dinamico del comportamiento celular.

La microscopia confocal se clasifica en la categalé sistemas de microscopia
Optica, lo que significa que basa su funcionami@mtda emision y captacion de luz. Los

microscopios confocales emplean un sistema de nlacion con barrido de rayo laser de



alta precision (LSMlLaser Scanning Microscopyque les permite capturar informacion en
distintos puntos asociados espacialmente al oljatose observa [Wil03]. Un sistema de
espejos mueve al laser a través del objeto, ilumioain solo punto por vez. Se registran
los datos de cada punto de la muestra recorrid&stenrayo movil y se guardan como una

pila ostackde imagenes en un computador [URL3].

A

ey -

Figura 1.2-1: Sistema demicroscopia confocal [A]: Un microscopio confocal y un computador. El
microscopio captura imagenes de las muestras @mEsysobre varios planos ¥) en un eje verticalz], y
las almacena en el computador como una pisack [B]: representacion visual de stackde imagenes
apiladas en el ez, o z-stack

Para poder identificar a los elementos o estrustdeainterés en las imagenes del
microscopio, se les aplican marcadores fluoressekenominados fluoroforos. Los
fluoréforos son compuestos quimicos que absorbdasde luz de una cierta longitud de
onda, para luego emitir ondas de otra longitudjreanbanda de frecuencia (canal de color)
especifica y reconocible dentro del espectro;dauencia de la onda emitida es propia de
cada compuesto, permitiendo identificar a los etgogeal interior del volumen celular,
discriminando entre éstos por el canal de fluomseeaplicado a cada uno [Wil03].
Ademas, la intensidad de fluorescencia observada ufe rango determinado) sera
proporcional a la concentracion del fluoroforo 8y esto permite observar y analizar las
distribuciones de concentracion y/o gradientesustascias dentro de las estructuras bajo

observacion, ademas de la morfologia de las pregiascturas.

= 3107033dstackesfericas - AIM

Figura 1.2-2: Imagen de microscopia
confocal de fluorescencia. La imagen
corresponde a tres células observadas en dos
canales de fluorescencia [Ver05].
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€ [0, 255].[A]: Células cuyas membranas han
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canal rojo.[B]: Células con interior marcado
con el fluoréforo calceina, en el canal ve
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La deteccion de intensidades de fluorescencia fm s® realiza en un plano de
observaciény, y), también se aplica a distintos niveles de alas@acial en la muestra) (
Mediante el sistema de control del laser es pogbleerar imagenes mdultiples (para los
distintos canales de fluorescencia) a diferentesfupdidades, permitiendo Iluego

reconstruir estructuras tridimensionales, comdustra en la figura 1.2-3.

Fig. 1.2-3: Visualizacion de ure-stacken .......
tres dimensiones[Ver05] z-stackde
imagenes confocales de fluorescencia,
correspondiente a dos células en cultivo, en
un instante de observaciéry un canal de
fluorescencia.
I(x,y,zct) = | (X,Y,2)
I O [0, 255]
x O [0, 511]
yO[o, 511]
z0|[0, 55]
[A]: Cortes de observacién en el ege
(imagenes con intensidades en escals
rojo). [B]: Representacion tridimensional del
z-stack (visualizacion en escala de colore
personalizada).
- EaEEEREN

J

Debido a restricciones propias del sistema fise®loservacion, debe eliminarse la
influencia de regiones fuera de foco en cada pumsiandolas de cada imagen para
obtener una definicion 6ptirhdFin98, Kem99]. Posteriormente, diversos filtrarmiten
recuperar y mejorar informacién de la imagen qusitia distorsionada por otros factores

durante la adquisicion de datos [Ver05].

! Este tipo de procesos debe ser realizado mediaftigare, dada la gran cantidad de datos de caalgeim
requeridos para los calculos.



El proceso de adquisicion de datos en microscapifocal puede entenderse como
la conversion de informacion desde un espacio oat{real) a uno discreto (digital), que
captura y cuantifica datos asociados a caracta&sstiisicas de una 0 mas estructuras
biologicas en observacion. Como resultado del pmee tiene ustackde imagenes, es
decir, un conjunto finito de estructuras de dafjog constituye una representacion discreta

de las estructuras observadas.

La microscopia confocal entrega imagenes digitaleslas muestras bioldgicas,
cuantificando la intensidad de fluorescendipgn tres dimensiones espacialgsy 2),
multiples canales de fluorescenc@, (y a intervalos de tiempa)( Un stackse representa
por un arreglo multidimensional, con una funciénmensidad asociada=1(x, y, z c, t),

siendo
|: intensidadE [0, 2°] (D = niimero de bits de profundidad, en escala desjis
c: canal de fluorescencia
t: instante de tiempo

(X, Y, 2 € [0, dim-1] x [0, dimy-1] x [0, dim-1]: dimensiones espaciales en pixeles

2 En el presente Proyecto se trabajé sobre imagamescalas de grises, en que la cantidad de bi#scpda
pixel determina los niveles de gris posibles deasmtar.



Capitulo 2: Segmentacién y Contornos Activos

En este capitulo se introducen los conceptos fuedtates de la llamada
segmentacion de regiones de interésgibns of interest ROIs), con aplicaciones a
imagenes de microscopia. Se presentan los contaotigos como modelos para la
representacion de tales regiones, y que incorporfmmmacion morfolégica, mediante

parametros asociados a su geometria.

2.1 Vision Computacional en Biologia

Entre las diversas aplicaciones de la informaticalaabiologia, la visién
computacional constituye una herramienta de impoigapara obtener informacién sobre

caracteristicas fisicas de las estructuras bajaliest

La vision computacional puede definirse como “laraccion de conocimiento
involucrado en una realidad de tres dimensionesgaeleina 0 mas proyecciones de esa
realidad” [Wat98].

En el estudio morfologico de estructuras celulases,requiere en primer lugar
definirlas e identificarlas, sean éstas célulasem lalgunos de sus componentes, como
membranas u organelos internos. A continuaciomeegsario describir o caracterizar a
estas estructuras, segun su forma de representpoinion y orientacion espacial, etc. En
base a esta informacion se pueden determinar plages asociadas, por ejemplo, al
volumen y/o la superficie. Finalmente, en algunasos se habran de detectar y seguir los
cambios que puedan experimentar las estructurasnauoks, en intervalos de tiempo
determinados.

Para trabajar con problemas de este tipo, la tegreldigital existente permite el
procesamiento de sefiales multidimensionales (camuorlagenes) desde circuitos digitales
simples hasta sistemas de computo multiple. Losegies de manipulacion y tratamiento
para esta clase de informacién corresponderapo de procesamiento de imagenes
Dentro de este campo es posible establecer uriicdla®n funcional de los distintos tipos

de tareas o0 procesos, segun su nivel de abstrdd@o05]:

« Tratamiento de imagenes: busca recrear una imagems fiel a la realidad que
representa, quitando la influencia de elementosoajentroducidos en procesos

como adquisicion o almacenamiento.



* Andlisis de imagenes: apunta a obtener, a partirumi@ imagen, indicadores

cuantitativos o cualitativos, que describan suadataristicas de interés.

« Comprension de imagenes: corresponde a un nivalbdgaccion mayor, con la
inferencia de conocimiento a partir de la informdacdisponible sobre una imagen,
para describirla e interpretarla en del context@pdeblema que lo requiere.

El diagrama de la figura siguiente muestra comosgstocesos se relacionan con el
fin de caracterizar e interpretar informacion, atipale una o mas imagenes de entrada.
Cada proceso permite sucesivamente aumentar elagatiantidad y complejidad, el nivel

de informacion posible de extraer de los datogenxiss.

Imagen

Tratamiento

Imagen

v
Analisis

Medidas o
parametros

Comprension

Descripcion de
alto nivel

Figura 2.1-1: Diagrama de flujo de datos para el procesamientde imagenes El diagrama representa los tfes
tipos principales de procesos realizados sobreen&gy que progresivamente aumentan el nivel deaabigin
de la informacién obtenida [You95]. Las lineas padias muestran que tantcagBlisis como lacomprension
de imagenes son procesos que pueden incorporap, iodonmacion adicional, la salida de los procgs@vios
realizados sobre la imagen de entr

La obtencion y cuantificacion de datos a nivel tf@o, requiere de técnicas que
permitan identificar y parametrizar a las estruadude interés a partir de las imagenes
obtenidas. Aplicado a la microscopia confocal,recpso involucra el analisis de imagenes
en dos o tres dimensiones espaciatey,(z), ademas de los distintos canal@sy(tiempos
(t) [Ver05]. La figura 2.1-2 ilustra una aplicacidpita en tres dimensiones espaciales para
el calculo del volumen celular, para un estudiocdmbios morfoldgicos en células de
cultivo [Har04d].
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Figura 2.1-2: Analisis de volumen en estructuras églares mediante reconstruccion en tres dimensiones

[A]: Reconstruccion tridimensional de células obseasdihjo condiciones experimentales en distintospiies,
to (Om, izquierda) yt; (120m, derecha)[B]: Distribuciéon de frecuencia de los volimenes delag ent,
(columnas blancas) % (columnas grises]C]: Valores medios del volumen celular con sus cpoedientes
desviaciones estandary(= 26,n; = 38). Como se observa en la reconstruccién, éb@mwenes individuales de
cada célula pueden obtenerse con alta precisiom. dambios sutiles en la morfologia celular, coma la
formacion de pequefiddebs(protuberancias) en diferentes ubicaciones d#ojaodia celular (prolongacione
en forma de filamentos), pueden identificarse \Iiseate y cuantificarse volumétricamente.

(2]

2.2 Segmentacion

La segmentacion es el proceso que separa objetgianes de interés que tengan
algun significado dentro de una imagen [Wat98, Bafya03, Gon02]. Mediante criterios
de proximidad, similitud o continuidad se buscastanr un conjunto de pixeles, regiones

0 contornos similares en intensidad, color, texturatra caracteristica de interés [Oya03].

La segmentacion llega a definir un conjunto deuesitras o descriptores de las
ROIs segmentadas, que permite diferenciarlas d& de la imagen. En computacion, las
ROls deberan de representarse por estructurastole atxesibles para las aplicaciones, de

modo que sea posible almacenarlas y analizarlés @@ posterior.
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Segun su formulacién [MarO2a], se pueden distingairtre métodos de
segmentacion basados en:

1. Agrupamiento de pixeles: separan una imagen en cooguntos de pixeles

(fondo/ROlIs), distinguiendo entre criterios de

o Transicion: operadores matematicos que destacancadosbios en las
intensidades de los pixeles en una imagen, conthegitas de intensidad o

los operadores de Sobel y de Laplace.

o Homogeneidad: agrupan pixeles buscando caraateasstomunes, como la

afinidad en los niveles de intensidad.

2. Morfologia: buscan en la imagen formas de un modelométrico previamente

definido, como segmentos de rectas, circunferenetas

3. Modelos deformables o contornos activos [Kas889Tasconsisten en el ajuste
iterativo de funciones que delimitan o demarcarréggones de interés. Las curvas
en evolucion gnake¥ y los métodos basados en conjuntos de nilesle( seth

corresponden a este tipo de métodos.

En general, las técnicas de segmentacion 1 y Aitdes cuando el objeto y el fondo
son relativamente uniformes, y la presencia deoruidtros factores de distorsion ajenos
son marginales [Mar02b]. En escenarios mas conwlegorequiere realizar un proceso
adicional, quencorpore informacién de un nivel mas alto, para iterpretar, reconocer
y/o clasificar los objetos segmentados previamentg asi darles conectividad, o eliminar
falsos positivos y negativos, ademas didinir e identificar a cada regién con una
frontera definida (la segmentacion por morfologia requiere determiaapriori la
geometria las ROIs a detectar). Se trata de tecdie@paricion mas reciente, mas robustas,
pero que requieren de un mayor tiempo de célcoloias llamadosnodelos deformables

0 contornos activos
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Fig. 22-1: Comparacion entre filtros de umbral y contornos activos [A]: Imagenes complejos lipidicos
obtenida por microscopia [FanOfR]: Regiones segmentadas al aplicar filtros de un{bedccion de pixeles por
nivel de intensidad). Se pueden observar cavidadesegularidades en los bordes de las ROIs, adacial
fluctuaciones en los niveles de intensidad de gien original [C]: Segmentaciéon mediante contornos activos.
[D]: ROIs obtenidas mediante contornos activos. Lialadlde la segmentacion mejora visiblemente debidoe
los contornos activos permiten incorporar inforrdadie mas alto nivel que los filtros de umbral céstas en este
caso a | continuidad y concavidad de las rees

2.3 Contornos Activos

“Las bases matematicas de los modelos deformadpeesentan la confluencia de
geometria, fisica y teoria de aproximaciones. Largdria sirve para representar la forma
del objeto, la fisica impone restricciones sobmm@da forma puede variar en el espacio y
el tiempo, y la teoria de aproximacion Optima projzma bases formales de mecanismos

para ajustar los modelos a los datos medidos” [®]ci9

Los modelos de contornos activos proporcionan apeesentacion matematica para
cada region de interés, que se ajusta dinAmicansoiiee la imagen. Este ajuste se
determina por fuerzas y restricciones que detemmlaaevolucion de los contornos, en

funcion de las caracteristicas la imagen [Kas88].

Los contornos activos modelan las fronteras emteeragion de interés, el fondo y
las demas regiones en la imagen [Mar02b]. Perngixéraer los contornos de las regiones
de interés a partir de modelos que utilizan infaid@aa priori de su forma. Estas técnicas
resultan mas robustas frente a la presencia de gumtros factores externos, y permiten
segmentar imagenes mas complejas, en comparagidiométodos de segmentacion por
filtros. Esto porque el enfoque de los modelos mhedédles permite incorporar un nivel
mayor de conocimiento para guiar la deteccion gatarizar a las estructuras segmentadas
(Capitulo 4).

El nombre de modelos deformables se debe primeta teoria fisica de la
elasticidad: los contornos se consideran como osegfasticos que responden a fuerzas
aplicadas, estando sujetos a ciertas restricciones.
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La geometria de modelos deformables permite undiarmpbertura de formas,
empleando diversas representaciones geométricaseplacran varios grados de libertad
(como las curvas o superficispling por ejemplo). El modelo permanece controlable, si
embargo, porque los grados de libertad se restripge principios fisicos, que le otorgan

un comportamiento intuitivamente significativo selet sustrato geométrico.

2.3.1 Balance de Fuerzas y Minima Energia

El ajuste de los contornos activos se basa enitatiardebalance de energiaen
términos de las distintas propiedades definidagptdel contorno como de la imagen. Se
buscaminimizar la energia total en el contorng al deformarlo desde un estado inicial,
llegando a un nivel limite minimo, y que correspenddal ajuste 6ptimo de la curva
[Kas88]. En la busqueda de este ajuste se derommérminos del funcional de energia,
para pasar (en el equivalente fisico del modelsjlel@in balance de energias aalance
de fuerzas El enfoque del balance de fuerzas permitird apraxlia solucion 6ptima por la

via iterativa, a través de métodos de célculo niomé¢€Capitulo 4).

En primer lugar, es necesario definir las energiss afectaran al contorno, como
restricciones de forma, suavidad, concavidad o tsimeEstos términos se ponderan para
formar el denominadduncional de energia del contorno Este funcional consta de
términos deenergia interna o propiedades intrinsecas del contorno, griergia externa
o propiedades de la imagen. De acuerdo a la pariderae estos términos es que el
modelo debera ajustarse dinAmicamente, partienddedena forma o estado inicial. La
energia del contorno variard monotonicamente setgia se deforma, evaluando los

términos de energia interna y externa definidosspfuncional.

Los contornos activos son modelos cuya formulas®mpuede extender a espacios
de distinta dimension. Asi, mientras un contornalefinido por una curva en el espacio

bidimensional (Capitulo 4), lo sera por una supgrfpara el tridimensional (Capitulo 6).

2.3.2 Fuerzas de Imagen

El ajuste de un contorno activo, ademas de cormigarametros de morfologia
(intrinsecos a la formulacion), debe ponderar taficadores de transicion entre ROIs y
fondo de una imagen. Es por esto que se defineriolesdetectores de bordesque
cuantifican las transiciones o cambios entre lgslas de intensidad para los pixeles de una
imagen. Los gradientes de intensidad son el tipdatector mas simple y frecuentemente
empleado.
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Para el caso de contornos activos paramétricobalamce de fuerzas, se emplean
campos de vectores para representar a las fuext®as, que ponderan los datos de la
imagen en el ajuste. Estos campos se definen de mmbdue la deformacion iterativa de
los contornos ocurra en direccion de los bordeR@ds (transiciones de intensidad).
Recurriendo a los niveles de intensidad en la imayges vectores gradiente se pueden
emplear como campos de fuerzas externas, y magawiormar un punto de partida para
la generacion de campos vectoriales mas complgjespermitan optimizar el ajuste de los

contornos activos (Capitulo 4).

2.3.3 Formulacion

Desde [Kas88], diversos enfoques han ampliado da&viy aproximacion a los
modelos de contornos activos, extendiendo su déjimtanto en las funciones de contorno
como las fuerzas que actuan sobre éstas, ademias dendiciones que determinan su

convergencia.

Partiendo desde su formulacion matematica, sendigtn principalmente los

contornosactivos paramétricosy loscontornos activos geométricas

» Contornos activos paramétricos:son representados en forma explicita por funciones
de contorno parametrizadas (curvas o superficieg);deformacion se rige por

propiedades intrinsecas, formuladas explicitamét@es88, Xu98a].

« Contornos activos geométricosson representados implicitamente como conjuntos de
nivel (level setsde una funcién dinamica con una dimension masjya deformacion

depende explicitamente de sus propiedades geoastish88, Cas97].

La tabla siguiente resume los principales aspegt@s permiten distinguir ambos

tipos de formulacion de los contornos activos.
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Tabla 2.3.3-1: Resumen comparativo de contornos aebs paramétricos y geometricos.

Contornos Activos Paramétricos Contornos Activos Gamétricos

a. Funcién de contorno explicita. a. Funcién de contorno implicita como conjunto
de nivel de wuna funciobn envolvente, de
Las ROIs resultantes son directamentimensién superior.
interpretables (no requieren de procesamiento
posterior). Las ROIs y funciones de contorno resultantes
deben recuperarse a partir de la funcién
b. Cada contorno permite definir sélo una R@nvolvente, en un proceso posterior.
(se requiere un contorno inicial por cada ROI).
b. Flexibilidad topolégica (segmentacién
c. La estabilidad numérica depende de la forrmlistinta para una o varias ROIls, no existen
del contorno (cruces sobre si  mism@roblemas de separacién entre puntos de
ponderacion de fuerzas). contorno).

El contorno debe ajustarse para mantermer Estabilidad numérica. Requiere de un
regularidad (espaciado entre puntos) en cagstlwametro de regularizacion cada cierto nimero
iteracion. de iteraciones.

d. Implementacion varia segun numero ak Extension directa a varias dimensiones.
dimensiones.

e. Tiempo de computo depende directamente del
e. Tiempo de computo depende directamente t@@nafio de la imagen de entrada.
los nimeros de punto del contorno.

2.3.4 Teoriay Aplicaciones

Distintos trabajos se han realizado en areas comanteligencia artificial,
reconocimiento de patrones y tratamiento de im&emédicas, para desarrollar y aplicar
mecanismos de segmentacién por contornos activosomiinuacién se resumen las

principales ideas desarrolladas en la literat@nédsadas en el presente Proyecto.
Contornos Activos Paramétricos

» [Kas88] sienta las bases tedricas de los modelmsndables y realiza una formulacion
paramétrica para las funciones de contorno. Se tda curvas que se ajustan
dindmicamente a fuerzas definidas sobre una imagknyez que ponderan parametros
de comportamiento propios; este ajuste se detenpanan criterio de minimizacion de
energia, traducido en ecuaciones de balance deaBidros enfoques derivados de esta

formulacidén son conocidos posteriormente caootornos activos parameétricos

* [Coh91] incorpordé el concepto de fuerzas exterreaprdsion, que permiten mejorar la

convergencia del proceso de ajuste.
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[Xu98a] introdujo los campos de vectores gradieni,tipo particular de fuerzas
externas para los contornos activos paramétricna.formulacion mas generalizada es
propuesta en [Xu98b]. Los campos vectoriales sanalternativa a las funciones de
gradientes, que mejoran la convergencia para aqorgajue no se inicializan proximos
a la solucion optima. Posteriormente, [Xu00] prudédaoptimalidad global de su

formulacion para el campo de vectores.

Contornos Activos Geométricos

[Osh88] presentd un modelo fisico aplicable a femdms tales como la propagacion del
fuego, el crecimiento de cristales, y otros queolmeran el desplazamiento de
superficies, basandose en su curvatura. Este drapintea los fundamentos

matematicos de la llamada teoria de evolucionatdds.

[Cas93] y [Mal95] presentan una formulacion de oomis activos con ecuaciones
diferenciales parciales, basadas en parametrosalaairia y la teoria de evolucion de
frentes, que permite encontrar varios contornosilsimeamente. Posteriormente en
[Cas97] se introduce la nocidn dentornos activos geodésicos 0 geométricosmo

una generalizacion de los modelos deformables.

Contornos Activos Paramétricos y Geométricos

La formulacion de los contornos activos geodésides [Cas97] relaciona a los

contornos basados en energia (paramétricos) conol®rnos activos geomeétricos,

basados en la teoria de evolucion de frentes. llaciéa para el problema de

minimizacién de energia de [Kas88] se corresporme la de curvas de minima

distancia, dentro de un espacio inducido a pagtinth imagen (modelado a partir de la
formulacién de [Osh88]).

[Xu01] aborda distintos principios y parametrosalwcrados para formas equivalentes
de contornos activos paramétricos y geométricosintapdo restricciones en la
formulacién de los modelos paramétricos al momeetestablecer su correspondiente
modelo geométrico. Estas restricciones estan dpdasipalmente por el caracter
explicito de parametros o propiedades fisicas adasia los contornos, ademas de la

importancia de mantener fuerzas asociadas direatarsen la funcion de contorno.

En [Osh06] se recopilan diversas revisiones palmcipales modelos desarrollados

hasta la fecha, en los topicos de modelos defomadblasicos, de topologia adaptativa,
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formulaciones generalizadas implicitas y expligitadeteccion de bordes (eliminacién

de ruido e implementacién numeérica).
Otros Enfoques

» [Jal04] presenta un modelo de aplicacion de contoactivos basado en sistemas de
particulas. Este tipo de modelo, derivado de lodetos de optimizacion de enjambres
de particulas [Ken95], presenta una gran rapidezcdmputo, pero carece de
mecanismos para manejar las propiedades geométlieaks contornos, siendo

necesario aplicar algoritmos de reconstrucciéroemd posterior.
Desarrollos de software

La aplicacion de los contornos activos se tradutealgoritmos computacionales
para realizar segmentaciéon sobre imagenes deifmmldan el marco del presente Proyecto,
las siguientes aplicaciones de software proporcmmana base para el desarrollo en IDL

de rutinas de segmentacion por contornos activi@sgms dimensiones:

 La formulacion de contornos activos de [Xu98a, Xw98JRL6], aplicada en
MATLAB, sirvio como base para desarrollar e impletae los métodos de
segmentacion en dos dimensiones, asi como pardtifickn las condiciones

elementales de la implementacién y los algoritmesalculo.

» En [URL7/8], a partir de la version desarrolladaMATLAB [Xu98a], se implementd
una version orientada a objetos de los contorntigogcen dos dimensiones, con el
lenguaje IDL. Esta version se empleo en el preserdgecto para construir la primera
version de un filtro de segmentacion de contormtisas, y fue el punto de partida para

el desarrollo de una version orientada a objetos.
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Capitulo 3: Antecedentes especificos

3.1 Contexto Biologico

El presente Proyecto se desarrollo en el areaafésiBia y Fisiologia Molecular del
Centro de Estudios Cientificos de Valdivia (CECE). esta area se estudian fenémenos
gue ocurren en la membrana celular, frontera gparaea la célula de su medio ambiente.
Se experimenta con proteinas que permiten a ldac&ansferir informacion a través de
esta membrana. Mediante diversas técnicas, erdrgUa se encuentra la microscopia
confocal de fluorescencia, se estudia como la@snaly funcion de estas proteinas afectan

la fisiologia celular y la del organismo [URLA4].

Dentro de las lineas de investigacion existentessem area aparece el estudio de la
muerte celular. Aqui interesa conocer como los men#s de transporte de iones y
sustratos metabdlicos a través de la membranaacaloh afectados e inciden en la muerte
patologica vy fisioldgica de células de mamifero. déste marco, el Proyecto se aplico al
estudio de cambios morfolégicos durante la muestalar, en el proyecto FONDECYT
post-doctoral 3030065 “Mechanisms of apoptotic aedrotic cell death: time resolved

multi-parameter analysis of membrane related pssces

Posteriormente, el Proyecto se enmarco dentro rdgepto FONDECYT regular
1060890 “Development and application of scalingemdnmethods for the automated
quantification of colocalization in fluorescencecnuiscopy?, desarrollado en Programa de
Anatomia y Biologia del Desarrollo, en el Institute Ciencias Biomédicas (ICBM) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chilentarco de aplicacion en esta etapa
estuvo dado por el andlisis morfolégico de estmastwcerebrales, durante el desarrollo
embrionario de ejemplares de pez cebra; en esté@rzaplicacion de las herramientas
implementadas en el Proyecto permitieron resohstrueturas y complejos de nivel

subcelular, celular e intracelular.

Investigaciones recientes en ambas lineas de igaegin se encuentran en diversas
publicaciones. La segmentacion de estructuras yntificacion de caracteristicas
morfolégicas se han aplicado en casos de dos diomsss [Fan02/06, Alv03, HarO4a,
HarO5a/b, HarO6a, Tul06], ademas de incluir arslide superficie para estructuras
tridimensionales [AlvO4a/b, HarO4a/b/c, Har06b/c].

® http://www.conicyt.cl/bases/fondecyt/proyectosZi®)3/3030065.html
* http://www.conicyt.cl/bases/fondecyt/proyectosZlI6/1060890.html
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3.2 Plataformas de Software

Los proyectos previos de software se han desatmliobre la plataforma de
programacion IDL, conformando una aplicacion patéc para el procesamiento de

imagenes de microscopia, denominada SCI8bldntific Image Analysis

3.2.1 IDL

IDL® es un ambiente computacional (entorno integraddedarrollo y lenguaje de
programacion) para el analisis y la visualizaciénddtos; integra un lenguaje orientado a
arreglos con varias técnicas de analisis matematiatespliegue de graficos. IDL es
ampliamente utilizado en el &mbito cientifico, guguiere el uso intensivo de estas

funcionalidades.

IDL presenta las siguientes caracteristicas drgtigt

Es un lenguaje estructurado, aunque en sus vessioigs recientes incorpora

soporte basico para la programacion orientadaetab;

» Posee operadores y funciones que trabajan solaglaay encapsulando el uso de

ciclos iterativos.

* La compilacion y ejecucion de comandos proporciaeatimentacion inmediata y

permiten interaccion en tiempo de ejecucion (depang.

* Funcionalidades y herramientas para graficos muoiédsionales, despliegue de

imagenes y animaciones.
» Soporta aceleracion de graficos por hardware bamaeghestandar OpenGL.
* Incorpora rutinas numéricas y estadisticas parksanga simulacion.

* Manipula nativamente distintos formatos de archiwientificos (CDF, HDF,
NetCDF), graficos (BMP, TIFF, PNG, JPEG, JPEG20fflye otros) y de texto
(ASCII, WAV y XDR, entre otros).

* Permite la programacion con componentes de Wijmget para entornos graficos

basados en ventanas.

» [Esta disponible para plataformas UNIX, MacintosSNiyndows.

® http://www.ittvis.com/idl/
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Para poder ejecutar aplicaciones desarrolladasDénsé requiere disponer una
maquina virtual. Esta maquina virtual puede eneosér en el entorno integrado de

desarrollo, o bien instalarse como un programapeddiente.

El codigo fuente, asi como la version ejecutableodgrogramas escritos en IDL se
almacenan en archivos de distinto tipo. Una aplicaeen IDL se compone de los

siguientes archivos:

» Proyecto f.prj ): Existe uno por aplicacion. Es un archivo en fatonpropietario
que contiene informacion sobre la ubicacion y opnion de los demas archivos
del proyecto (que pueden asociarse en grupos),addeun conjunto de opciones

para la compilacién, generacién de cddigo ejecatalgjecucion de la aplicacion.

e Cddigo fuente {pro): en formato ASCII, contienen la codificacion des |
procedimientos o funciones de la aplicaciéon; tamipigeden emplearse para definir

clases y tipos de datos.

* Almacenamiento *(sav): archivos binarios que permiten tanto almacenar
programas y procedimientos compilados, como guand@rmacion sobre las
variables y recursos manejados por una aplicapam ser restaurados en distintas

sesiones de trabajo.

3.2.2 SCIAN

Como resultado de varios proyectos de software sradas en la investigacion de
la biofisica se ha desarrollado SCIANsoftwaread hoc desarrollado en IDL, con el
propésito de efectuar tareas de analisis sobreaneycelulares [URL5]. Para esto, SCIAN

incorpora varias funcionalidades de:
» Restauraciéon de imagenes.
* Segmentacion de objetos.
» Visualizacion de objetos en dos y tres dimensiones.
» Clasificacién de objetos.

* Analisis temporal de objetos.

® http://www.scian.cl. EI nombre original, CIANCEllular Image Analysjs fue reemplazado por SCIAN
debido a un conflicto de nombres de dominio Intereleafio 2005.
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Diversos proyectos de investigacion cientifica aa evado a cabo gracias a las
funcionalidades proporcionadas por SCIAN.

SCIAN es un proyecto de software en continuo delariSi bien no se inicié como
una aplicacion orientada a objetos, ha incorpoedgonas caracteristicas para el disefio de
filtros de imagenes y modelos de ROIs. Su desarrglie obedece a los requerimientos de
investigacién en biologia, ha dado lugar previamentvarios Proyectos de Titulo en la
carrera de Ingenieria Civil en Informética de lavdrsidad Austral de Chile. Es asi que se
han generado colaboraciones con la Universidad dené& (Alemania) [Bar02], el
Departamento de Quimica Biolégica de la Universitlational de Cérdoba (Argentina)
[Oy03], y el Centro de Estudios Cientificos (ValdivChile) [Ver05]:

+ ‘“Plataforma de ldentificacién, Clasificacion y Aiséé de Imagenes, obtenidas a
partir de Muestras Celulares” [Bar02] abordd0 mésogmra segmentacion y
clasificacion automatizadas para estructuras bicdégen movimiento en dos

dimensiones.

* “Segmentacion y anadlisis automatizado de objetosmewimiento aplicado al
estudio de sistemas biolégicos” [Oya03] incluyéramiientas para el andlisis de

estructuras celulares en movimiento.

» “Reconstruccién, visualizacion y parametrizacioiditnensional de estructuras
bioldgicas a través de imagenes confocales deefigencia” [Ver05] desarrollo

métodos para visualizacion y analisis de estrustoetulares en tres dimensiones.
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3.3 Descripcion del Proyecto
3.3.1 Nombre
Contornos activos en tres dimensiones para la s@geién y parametrizacion de
estructuras bioldgicas.
3.3.2 Motivacion

La motivacion principal de este Proyecto es couiril la aplicacion de métodos
computacionales en el &mbito de la investigaciéntdica, en el marco de los proyectos de

investigacion en biologia celular que lo patrocinan

Lo anterior, sumado a un entorno de trabajo queliltva a distintas disciplinas,
conforma un Proyecto que busca contribuir al deBarfocal de iniciativas en ciencia y
tecnologia, a la vez que se integra a perspectigasso mas amplio, con la difusion de
SCIAN y su aplicacion a diversas investigacionesttficas.

3.3.3 Objetivo General

Desarrollar e implementar algoritmos de contorrug/@s para la segmentacion y

parametrizacion tridimensional de estructuras lgickis.

3.3.4 Objetivos Especificos

a) Reconocer e identificar los métodos de segmentad#OROIs a través de contornos

activos, en su formulacion y aplicacion.

b) Implementar algoritmos de contornos activos paraelgmentacion de ROIs en dos

dimensiones, sobre la base de SCIAN existente.

c) Extender la funcionalidad de los contornos actidesarrollada en dos dimensiones

para la segmentacion de ROIs tridimensionales.

d) Combinar, ajustar y optimizar la funcionalidad des Icontornos activos con la
biblioteca de filtros existentes en SCIAN para lkegmeentacion de estructuras

bioldgicas.

e) Extender la funcionalidad de los contornos actidesarrollada en dos y tres
dimensiones para la reconstruccion multidimensigralparametrizacion de contornos

y superficies de ROIs para estructuras biologicas.
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3.3.5 Resultados Esperados

Derivado de la motivacion para desarrollar el pres@royecto, se espera contribuir

con el desarrollo herramientas computacionalepgedan ser aplicadas en el estudio de la

morfologia celular. Se espera que la implementad@los contornos activos permita:

i.  mejorar la representacion espacial de las estaggegmentadas, y

ii.  caracterizar cuantitativamente curvas y superfideesontorno complejas, tanto en

dos como en tres dimensiones.

En funcién de los objetivos especificos, se defimdos siguientes items para la

concrecion del Proyecto:

3.3.6 Tabla 3.3.5-1: Objetivos especificos y resultadogdProyecto.

Objetivo Especifico Resultado

a)

b)

C)

d)

Reconocer e identificar los métodos d® Descripcion de los contornos activos para la
segmentacion de ROIs a través de contornos segmentacion y caracterizacién de ROIs en

activos, en su formulacion y aplicacion. dos y tres dimensiones.

Implementar contornos activos para la) Implementacion por  software para
segmentacion de ROIs en dos dimensiones, segmentacion por contornos activos en dos

sobre la base de SCIAN existente. dimensiones sobre IDL.

Extender la funcionalidad de los contornag Implementacibn  por  software para
activos desarrollada en dos dimensiones segmentacion por contornos activos en tres

para segmentar ROIs tridimensionales. dimensiones sobre IDL.

Combinar, ajustar y optimizar lad) Integracibn de modulos de software para
funcionalidad de los contornos activos con segmentacion por contornos activos en dos
la biblioteca de filtros existentes en SCIAN y tres dimensiones en SCIAN.
para la segmentacibn de estructuras
L e) Desarrollo de métodos de software para la
biologicas.

caracterizacion de ROIs en dos y tres
Extender la funcionalidad de los contornos dimensiones, a partir de la segmentacion
activos desarrollada en dos y tres porcontornos activos.
dimensiones para la reconstruccion
multidimensional y la parametrizacién de

estructuras bioldgicas.
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Capitulo 4: Contornos Activos en Dos Dimensiones

En este capitulo se presenta la base tedrica d®ihdsrnos activos, formulada para
dos dimensiones, junto con las funciones matensatjoa permiten la deteccion de bordes
en imagenes. Luego se desarrolla el problema dgwiaicion de puntos para los contornos
de estructuras biologicas, dado el caracter dsatetsu representacion: se presenta una
aproximacion experimental para determinar un nikel discretizacion (resolucion, i.e.
namero de puntos) Optimo. Lo anterior se efectUa@munto con una caracterizacion
mediante pardmetros geométricos, con el fin de tifican caracteristicas sutiles en la
morfologia de los contornos. Finalmente se presengaaplicacion sobre estructuras de

lipidos en células de cultivo.

4.1 Formulacion

Un contorno activognake en inglés) se define como una curva plana queabus
minimizar su energia al deformarse iterativameguédo por fuerzas restrictivas internas e
influenciado por fuerzas de la imagen (externaa pocalizarse en caracteristicas de ésta
como lineas y bordes [Xu98a]. Mediante la defimcile un funcional de energia sobre la
curva, se derivan las fuerzas internas y extemqas)a deforman desde una posicion inicial
hasta una que minimice su energia. La deforma@dmeaiza considerando a la variacion
del contorno como una funcién del tiempo, en laghéda de una solucion optima. Un
shakees, por lo tanto, una curva que evoluciona de dodimamica hacia los contornos
relevantes de la imagen. Las fuerzas internas parnmponer restricciones de suavidad
para regularizar la forma de la curva final. Lasrhas externas empujan salakehacia
caracteristicas de la imagen como lineas y borddsien hacia contornos subjetivos.
También es posible establecer una clasificaciotasléuerzas externas: las que dependen
s6lo de la imagen, y las que permiten afiadir infmidm de alto nivel para hacer que el

snakese desplace hacia un minimo local deseado, corfload®1] y [Xu99].

En este modelo, tanto la conectividad del cont@amo la presencia de los bordes
en la imagen, afectaran al funcional de energfaoy,ende, a los detalles de la estructura
del contorno localmente oOptimo [Kas88, Cas97, Mpar0&demds, pueden incluirse
mecanismos de alto nivel introducidos por el usuaon el modelo de contorno, para

ajustarlo segun los criterios de optimalidad esados.
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Un snakese define formalmente como una curva paramétdcaC(s), que en dos

dimensiones se representa por
C(s) =[Xs). ¥(s)}, sO[o] [4.1-1]

El funcional integral de energia asocia@g, es definido en [Kas88] a partir de

propiedades de continuidad (primera derivada) yawedad (segunda derivada):

E = Il[ 'ac(s)| WL C(S)|] E.(CE)ds () 4.1-2]
12| os \ \

a pondera la primera derivada de la curva, actuaodoo pardmetro de tension o
fuerza contractivadel contorng;(segunda derivada) se asocia a la rigidez derleacasto
es, a su capacidad para deformarse y formar angkiéss88]. La figura siguiente ilustra

este concepto en una curva representada por umntormjiscreto de puntos.

v; hacia el promedio entre sus vecivpsy Vvj.1. [B]: El efecto de la fuerza rigida arrastra al puptoacia la

Figura 4.1-1: Elasticidad y rigidez en una curve discreta[A]: El efecto de fuerza elastica arrastra al punto
posicion “predicha” pov.; y Vi.,. LOS puntos siguieesvi,; y V.., generan el mismo efec [Ahl96]

La minimizacion del funciondaE se realiza por medio del calculo variacional (ver

Anexo 1), y da lugar a una ecuacion diferencigtder-Lagrange, de la forma

9°C(s) _p 0°C(s)

~ sei "B =0 [4.1-3]

Para poder tener una solucién computacional deeestacion se define un sistema
dinamico; este sistema debera estar gobernadol gonaonal de energia, a la vez que
evolucionehacia un estado de equilibrio. Esto se logra demando un contorno variante
en el tiempo: se extiende la formulacion @e incluyendo un parametro tempora),
haciendo

C=C(st)=[xst), ys,t)],t0Z; [4.1-4]

" La expresion “| * |” denota la norma euclidiana*de
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Incorporando la ecuacién 6.2.2-3, el criterio daimizacion queda descrito por

dC(s,t) _ _0%C(st) 0°C(st)
=q - -0E 4.1-5
ot 9s? p as* e [ ]

Asi, cuando el contorno converge hacia un estatdbles su variacion en el tiempo

0Clot se anula, satisfaciendo la condicion de la ecaddid -3].

Para la solucibn numérica se aplican diferenciaga8. SiendoC; = (x;, ) el
contorno cerrado de+1 puntosC(0) = C(n), 6°Eex /0X* =- fx y 8°Eex /0y =- , las fuerzas

externas, la ecuacion se reescribe como

a(C., -Cy)
+ ,B(Ci+2) - 4,B(Ci+1) + 6,5(Ci ) - 4,B(Ci—1) + ,B(Ci—z) [4-1'6]
+(£,() = £,()) =0

Ensamblando para todos los punto£dse formula el sistema de ecuaciones

Ax+f (x,y)=0

[4.1-7]
Ay+f (xy)=0
en queA es una matriz de bandas pentadiagonal con caeisigle tipo:
( A
do bo Co Ch-2 bn1
bo a; b, C1 Cna
Co b, a, b, Co
c b a b c
A= T DT ;
Cn-5 bn4 an—S bn—S Cn—3
Cn—2 Cn4 bn—S an—Z bn—Z
\ bn-1 Cn-1 Cn-3 bn-2 an1 J

Al incorporar la derivadaC; (en diferencias finitas atrasadas), segun [4.1s8],

tienen las ecuaciones de Euler

o iy =5
[4.1-8]
Ay, + fy(xt—l’ Vi) = _y%

En este casat = 1, tomando en cuenta que el contorno se ajustxgsivamente

de una iteracion(1) a la siguientety).
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Se incluye el pardmetrp como un tamafio de paso, que permite ponderar la
respuesta de la curva a la aplicacion de fuerza® puede asociar fisicamente con la
propiedad de viscosidad de un fluido, dando cuéatia rapidez con que éste se deforma al

ser sometido a fuerzas mecanicas.

Finalmente, la inversién de matrices permite obtehesquema iterativo final para

obtener la solucién del contorng §)

X = (A+ }'{)_1 - (Xt—1 - fx(xt—l’ yt—l))

., [4.1-9]
Yo =(A+ )7 = (Ve = F, (X5 Vi)

4.2 Campos de Fuerzas Externas

Las fuerzas externas, definidas a partir propieslatke una imagen, son las que
guian a ursnakeen su deformacién hacia los contornos en la miswgcontornos activos
basados en energia [Kass88, Cas97, Xu98a/b],auifizncionales de energia (similares a
los de las fuerzas internas), de los que derivarfuarzas externas. Estos funcionales se

implementan a partir de cierto tipo de funcionamkhdasletectores de aristas

4.2.1 Detectores de aristas

Seal una imagen digital en dos dimensionespe n pixeles, con intensidades en
escala de grises en el rango [@s] 2 Definida como una funcién espacial de intensidad
sobre sus coordenadas rectangulares:

I =1, ]);

_ _ [4.2.1-1]
io[o,m-1, jO[On-1, 10[01I

max s 150,102,

Un detector de bordes o aristas es una funciorcespfa definida sobre el dominio
de I, que toma valores maximos en las aristas de Iggtosbdentro de la imagen. Un
ejemplo simple de detector se basa endaslientes de intensidad Se trata de una
funcion vectorial que cuantifica los cambios deemsidad para resaltar las aristas de

objetos en una imagen.

La funcién gradiente se denota pdr, y se define por

O =[1,,1,]
[ =0 o [4.2.1-2]
“oax Y oy

® En imagenes en escala de grises el valdpgelepende de la profundidad en hitsiendol may = 2°
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El detector de bordes que se construye sdbes
fooy) = £(@N) =00 ]|+ [4.2.1-3]

Aplicado sobre una imagen bidimensiohat {ij}, [i, j] € [0, m-1] x [0, n-1], el
gradiente en cada direccion se aproxima para céxiel pomo el promedio de las

intensidades de sus vecinos en los dos sentidogicsi

1,G,])=05(+1])-03l(i-1j)

1,0,))=08(,j+)-03(,j-1) [6.2.1-3]

La siguiente figura muestra una imagen y sus gnéesede intensidad asociados.

Figura 4.2.1-1: Nivelesde intensidac y gradientes asociadc a una imagen[A]: Visualizacion de una image
en escala de grises. El valor de intensidad asm@hdegro es el 0, y el blanco 255. Represeniagiafica de
las magnitudes de gradientes, calculadas paraaigemde ejemplo de la figura 4.2.1-1A. En las imégeA y B,
Los méaximos corresponden al blanco (1), el grisl@svel 0,5 y el negro es el nivel [&\] : Gradientes en el eje
(direccién horizontal,,). [B]: Gradientes en el eje(direccion vertical, ). [C]: Visualizacion vectorial de lo
gradientex ey, [y, Iy].

&

4.2.2 Flujo de Vectores Gradiente — GVF

[Xu98a] propuso el uso de un campo de fuerzas megeestatico, derivado del
detector de gradientes de intensidad. La idea ksaamna difusion sobre el campo de

vectores, en el llamado flujo de vectores gradi¢@tadient Vector FlowGVF).

Seanl(x, y) la funcion de intensidad de una imagem]lysu respectivo detector de
aristas. El campo de vectorés= V(X, y) se puede derivar del funcional de energia de la

forma

min(e) = Hg(|DI DOV +h(DIDV - 01" dxdy [4.2.2-1]
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h es una funcién que controla la orientacion delpamle vectores en direccion a
las aristas (valores maximos de), y g pondera el grado de difusion del campo (dado por
el operador de Laplac&?V) en zonas de bajo gradiente. Asi, el campo deorexisera
suave en zonas alejadas de los bordes, orientaddireccion hacia éstos parl, y

aumentando progresivamente de magnitud haciaiktasardonde tomara valores maximos.

Como las funcioneg y h dependen de los gradientes (que varian espacia)nen
para lograr que el campo tienda hacia los bordtas éleben ser mondtonas no-creciente y
no-decreciente, respectivamente. Aéitomara valores similares a los del mapa de aristas
en los bordes, y difundira en el sentido de losligrdes en las zonas suaves de la imagen.
La figura 4.2.2-1 muestra la aplicacion de este tip campo vectorial sobre la imagen de
ejemplo de la figura 4.2.1-1A.

AL

FAHiE T

Figura 4.2.2-1: Campos de gradiente: Se muestran los campos vectoriales basados eregtesli calculado
para la imagen de muestra de la figura 4.2 [BJl. Campo vectorial de gradientes,[&,] Las imagenes B y
muestran el campo vectorial de flujo de gradie@®¥K), que se calcula en iteraciones sucesivas ta pat
campo inicial en [A].[B]: GVF calculado después de 30 iteraciori€§: GVF calculado después de 100
iteraciones.

J

Para encontrar una solucion iterativa del campovegores, a partir de una
aproximacion inicial (en este caso, el mapa ddaa)isse incluye en la formulacion la
variacion temporal d¥. De forma analoga a las ecuaciones de minima ienengursnake

se el esquema iterativo se formula segun
V, =g(|01 NO?V —h( O )V -0OI) [4.2.2-2]

La formulacion original [Xu98a] emplep= u (coeficiente de difusion constante), y
h = DI (detector de bordes), dando lugar al sistema decines diferenciales con

variables no acopladas de la ecuacion 4.2.2-3.
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- (u=-1,)(12+12)=0

OV =(v=1,)(12+12)=0 [4.2.2-3]

Para la implementacién y solucién numérica deésist, primero se debe considerar

al campo como funcion del tiempo

u, (%, y,t) = 202U (X, y,t) = [u(x, y,t) = L5 WI*[1 (6 Y)2 +1,(% Y) ]
V(% Y, 1) = 2070, Y, 1) = VX Y, ) = 1L (8 W11 y) 2 + 1, (x )71 [4.2.2-4F
t0z;

Por conveniencia se rescribe el sistema como

u, (x,y,t) = g0%u(x, y,t) =b(x y) *u(x, y,t) + c*(x, y)

, , [4.2.2-5]
V (X, y,t) = p0°v(x, y,t) —b(X ¥) * V(X y,t) +Cc° (X, Y)

con

b(x,y) =1, (x,y)* +1,(xy)*
c'(x,y) =b(x,y)I, (X y)* [4.2.2-6]
c*(x,y) =b(x,y)I, (% y)?

Asi, b, c' y ¢® son términos constantes para el proceso iterativo.

° Estas ecuaciones se conocen como ecuacionesus#difgeneralizadas, y suelen aplicarse a fenémenos
fisicos de transporte tales como conduccién de gafiinamica de fluidos.
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El campo de vectoreg en un espacio discreto de coordenadas rectangular g,
sera

\V :V(Xi’yj) :[ui,vj] [4.2.2-7]

Reemplazando las derivadas por diferencias firde@agradas se tiene un sistema

discreto de ecuaciones

t+1 t t t t t t 1
i (1_b|,jAt)ui,j + r.(ui+l,j +ui,j+l +ui—l,j +ui,j—l _4ui,j)+cl,jAt

Vit;l = (1_Q,jAt)Vit,j + r(vit+:Lj +Vit,j+1

u
[4.2.2-8]
+\/it_lj +Vit,,-_1 - vit'j)+c|2’jAt

La solucion para este sistema se obtiene de medatiito, conAt como paso de
tiempo. La convergencia del proceso depende desteaacion de Courant-Friedrichs-Lewy
[Ame92]

At <2 Axy [4.2.2-9]
4u

Esta restriccidon se aplica a la velocidad de cayarezia con que el contorno puede
deformarse, segun las condiciones de la imageést&itiene estructuras gruesds,y Ay
pueden hacerse mas grandes. En tanto, para valtyesdeu (alto nivel de difusién en el
campo, para imagenes con ruido, por ejemplo), tvex@encia se hace mas lenta, ya que

At debera mantenerse bajo (en este gasd).
Extension a Tres Dimensiones

La formulacion del campo vectorial de la ecuacib2 R-1] permite su extension de
modo directo a tres dimensiones, considerandoimdgen una funcion definida para tres
variables,l = 1(x, y, 2), e incorporando una tercera componente al canegtonal, w,

siendoV = [u, v, w]. De este modo el esquema iterativo base par@ailo del campo sera

U (% ¥,2,8) = 202 UX Y, 2) = [UX Y, 2t) = 1 (XY ] * [, (% % 2)* +1,(X %, 2)* +1,(X % D]
Ve (% %, zt) = 0P A% Y, 28) = [UX Y Zt) =1 (X Y D1 * [, (X % D)2 +1,(X ¥, 2)* +1,(% % 2]
W, (X Y,Z,t) = 02W(x Y, 2,t) = [W(x ¥, 2t) = 1 (X Y AT * [, (% ¥ 2D + 1, (X %2> +1,(% ¥ 2)?]
t0z;

[4.2.2-10]
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4.2.3 Flujo de Vectores Gradiente Generalizado -GGVF

[Xu98b] analiza un caso general de funciones del@@tion para el funcional de
energia del campo vectorial. Si la funcion de glmviasociada a la difusiog, es
constante, en zonas de bordes muy proximos swedectraslapara con el de la funciéon
detectora de bordel, haciendo perder fuerza al campo que guia al oomten su

deformacion.

Al escoger un par de funciongsy h que aumenten y disminuyan en forma
reciproca, se puede obtener un campo que pernataasanejor al contorno hacia bordes
pronunciados. En particular [Xu98b], se emplean

— o~ (OI)/K)

g(othy=e [4.2.3-1]

h(|O1 ) =1-9g(0I])

La restriccidn de convergencia en este caso sera

At < &Y [4.2.3-2]
4gmax

La figura siguiente muestra el campo vectorial G@¥kenido para la imagen de
muestra de la secciéon 6.2.1.
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Imagen original Figura 4.2.3-1: Campos de gradiente y
flujos de gradiente GVF/GGVF-.

Campos vectoriales basados en gradientes
calculados a partir de la imagen de muestra
de la figura 6.2.1-1.

Gradientes

Término de difusion
constanted).

Ponderacion de gradiente
variable f).

g(larh=u
[ h(orp =01 P

Ponderacion de gradiente
variables, y reciprocas en
variacion.

g(|01 [) = e @0
h(| 01 ) =1-g(| 0 |
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4.3 Parametrizacion de Fuerzas

La dindmica de ajuste de los contornos activosnpétracos se deriva de un criterio
de minima energia (seccion 4.1). A partir de urcifumal de energia se definen fuerzas
(Feiass Frigia, Y Fex) CON sus respectivos coeficientes f, ), mas un parametro de
viscosidad ), que actian sobre el contorno. De este modorsr@el siguiente esquema
iterativo para la deformacién del contorno en empo, Ci+1), desde un estado inicial
(Ci=0):

y(Ct+1 - Ct) = aFeIést(Ct) + l[)’Frigid (Ct) + KFext(Ct) [43'1]
Ct+1 = Ct + y_l[aFelést(Ct) + ﬂFrigid (Ct) + KFext(Ct )] [43_2]

A continuacion se presentan y se discuten los afede los coeficientes, B, v,
sobre la deformacién de un contorno inicial. Ehgpo representativo escogido presenta
dominios lipidicos enriquecidos con ceramida (osguen un entorno consistente de
esfingomielina [Har04a/05b/06]. Se busca encorlaarmejores aproximaciones de sus

contornos para obtener una precisa parametrizacgdfologica.

o "

Figura 4.3-1: Ajuste de contornos activos en dos dimensior. [A] Imagen microscopica de complejos de IipiHos
(rojo oscuro) en un entorno de esfingomielina. @eablicado una tabla de color en escala de roja f=r
visualizacion.B y C muestran los resultados inicial y final de la segtacion mediante contornos activos. En
imagenes de la derecha se muestran los valorasegwra como niveles de intensidad (en escala&deorrojo) de
los puntos de los contornos; para las imagenes deglierda se marcan los puntos de inflexion (¢asnde
concavidad) con cruces blanc@8] Contornos iniciales, obtenidos por filtros de uabhie intensidad sobre la
imagen[C] Contornos activos ajustados eor 0,5 =1,y = 1,k = 1, en 10 iteraciones Q -9).

as
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4.3.1 Coeficiente de Elasticidad )

La fuerza elastica actia contrayendo al contorismiduyendo la distancia entre

Sus puntos; y su ponderacion esta dada por ekcoerdko.

Figura 4.3.1-1: Efectos de la elasticidad de contorr. Mientraso. = 0 anula el efecto de contraccién, con 1 el
contorno se contrae por sobre las transicionestdasidad de la imagen.

4.3.2 Coeficiente de Rigidezf)

Pondera el grado en que el contorno presenta candleicurvatura pronunciados
(fuerza rigida), como esquinas o salientes, quaidisyen con valores altos (e

Figura 4.3.2-1: Efectos de la rigidez de cctorno. El niumero de puntos de inflexion (cambios de d]umal
disminuye, a la vez que los contornos “suavizanfosmna.

4.3.3 Coeficiente de Fuerzas Externasq

El factork pondera las fuerzas de campo calculadas sohrealgen.

Figura 4.3.2-1: Efectos de la ponderacién de fuerz: externas. Conx > 0 se ponderan los cambios de intensidad
en la imagen de entrada el ajuste de los conto@osx = 0 los contornos se ajustaran considerando 360 s
fuerzas internas (elasticidad vy rigid
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4.3.4 Coeficiente de Viscosidady)

Controla la magnitud de la deformacion del contantre iteraciones, y equivale a
una ponderacion conjunta de todas las fuerzasiam®grMenores valores geaumentan el
grado de sensibilidad del contorno a la accidradduerzas, mientras que al incrementarse
disminuye la velocidad de deformacion del contorno.

4.4 Refinamiento y Caracterizacion

Las estructuras segmentadas con los contornososgbh@rameétricos no requieren
procesado posterior, por lo que son directamenterpretables en términos de su
morfologia y topologia. Aprovechando esta propiedadbusca incrementar la resolucion
de los contornos, con el fin de mejorar la calidedsu caracterizacion morfoldgica y

topoldgica.

4.4.1 Interpolacion de la Curva de Contorno

El proceso de segmentacion presentado se aplice sobdominio discreto de la
solucion, es decir, representando a cada contasnaump conjunto discreto de puntos. Al
representar estructuras fisicas continuas, seeamggaber cuantos puntos son necesarios
para no perder ni distorsionar informacion. El ntongptimo de puntos equidistantes para
un contorno dado sera el del minimo conjunto quesexe la informacion relativa a la
estructura, sin redundar en informacion para comgulmacenamiento posterior. Si bien
los contornos que se definen a partir de la imagende coordenadas enteras (pixeles), la
interpolacién permite generar valores intermediopagir de criterios de continuidad,

generando umodelo de resolucién aumentada

Con el objetivo de caracterizar morfologicamentmsaregiones segmentadas, el
calculo de parametros sirvié de base para evaduegldcion entre el nimero de puntos de
los contornos y grado de informacién que aportas. parametros de morfologia deben ser
cuantificables, y comparables entre las estructegmentadas. Por esta razon se empleé la
curvatura geometrica como criterio para definir el grado de informaciépresentado por

un contorno, en relacién al nimero de puntos de ést

4.4.2 Estimacion de Curvatura en Dos Dimensiones

Para un punto cualquierp, de una curv&;, la curvaturaxj, se define por una
funcion de dicho punto y sus dos adyacentes §+1)- El valor dex; sera igual a 1 sobre el
radio de la circunferencia que pasa por esos watop [Ebe04]. La curvatura promedio
estara dada paf = (Zx;) / n, sumando sobre todos los puntode
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Con el objetivo de determinar la resolucion (grddaliscretizacion) suficiente para
representar a las estructuras segmentadas pormosiactivos, se realizaron experimentos

de prueba con curvas de contorno tipicas.

4.4.3 Experimento de Validacion

Para una curva de contorno discreta, al aumentessamente el nimero de
puntos (interpolados) y calcular el valor de cuak correspondiente, se puede observar
la variacion des, hasta encontrar una rango en que converge otaalies. Luego, esta
cantidad debe transformarse en una medida que gieabdée a contornos de distinto

tamafio y complejidad (igual o menor a la de lagiestras de prueba).

Dado un contorno inicialC°, con n® puntos y curvatura media’, se itera
aumentando el nimero de puntos, generando unadeetigrvas por interpolacio@r, que
se aproximan a un valor limite de curvatura prom&din. La curvaCi* de curvatur; jim
y cuyo numero de puntos sea minimo p@rasera el contorno 6ptimo. Al relacionar los
valores de curvatura promedio normalizados condiamcia media entre puntag)(sobre
varios contornos, se busca obtener un védtague sea aplicable para estructuras de igual o

menor complejidad. La figura 4.4.3-1 muestra Iesitedos obtenidos.

curvatura promedio normalizada

1fdistancia promedio entre puntos [ fbeles)

Figura 4.4.3-1: Aumento en resolucion de contornos mediante indés de curvature. El grafico muestra lal
progresion de los valores medios de curvatufa,calculados para distintos contornos de baja wesbi
(submuestreo), como funciéon de la distancia promedire puntos. Se observaron B222) distintas curvas de
contorno, con nimero inicial de puntos entre 13 yl&s estructuras de muestra fueron obtenidaségenes de
complejos grasos de ceramida [Har05]. Sucesivaacitsmes ) de refinamiento generan vectores para cada
observaciony = {x", t = 1...N. Los vectores obtenidos fueron normalizados eargjo P, maxx)], de modo que
el valor 1 representa el limite a que tiengleLa linea continua representa la variacion media; para los 3
contornos de mayor tamafio (64-89 puntos), cuyeciddd de convergencia es menor. Esta linea se éroptao
referencia para determinar una distancia minimaeeptntos para el refinamiento de los contornosialas.
Mientras los valores iniciales suelen variar, dalissdiferentes tamafios y complejidad de las estras, se
observé una convergencia @gecon margen del 5% para todos los casos en torik3.8, equivalente a una
separacion entre puntos de 0.25 pixeles (aproxim&aoilustra el resultado del refinamiento solwe dominios
de ceramid, segmentados en regiones de 15x20 y 7x8 pixelelsgarabajo, respectivamen

J

37



Capitulo 5: Aplicacion

A continuacion se presenta una aplicacion conjdatias herramientas descritas en
las secciones previas, implementadas en softwadegante IDL e integradas en SCIAN.
[Har05b].

5.1 Dominio de Aplicacién

La siguiente aplicacion se enmarca en un estudlosdeambios en morfologia que
experimentan complejos de lipidos, observados meisnagenes de microscopia en una

serie temporal.

Figura 5.1-1: Imagen de microscopia.Estructuras en una monocapa lipidica de
membrana celular, consistente de ceramida y esfirglina

a

e

5.2 Segmentacion por Filtros

El primer paso de segmentacion consistio en aplitiaos de umbrales a las
imagenes de entrada. Estos filtros permiten cueatiina caracteristica de una imagen
para cada pixel que la compone, y definirle valateslimite para discriminar entre
regiones de interés y fondo. Una vez aplicadoéiltoss, se obtiene una imagen binaria en

que es posible distinguir a las ROIs del fondo.

Figura 5.2-1: Segmentaciéon por umbrales de intensidadLa
imagen binaria de la derecha muestra la mascartiane® de aplicar
un filtro de umbral a la imagen original (izquieydeon valores de
intensidad entre 0 y 255. En la imagen mascara pacl del fondo
se identifica en por tener un valor de intensidgde®ro), mientras
que los pixeles de las regiones segmentadas tienewalor de
intensidad 1 (blanco).

De las mascaras binarias se obtuvieron los polgdeaontorno iniciales para cada

regién, como una curva cerra@adep pixeles ordenados por sus posiciones adyacéntes

C={(x;,y;) | (x,y,)0Z¢,;i0Z,,i0[0 pl; x, O[0,m=-1]; y, O[0,n-1] }

9 En el espacio de coordenadas rectangulares aealgen, se consideran adyacentes a un pixel a esjuell
ubicados arriba, abajo, a la derecha y a la izdajeasi como a los de las cuatro diagonales giceraan.
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5.3 Interpolacion de Contornos

Para aumentar el nivel de resolucion de las estagt se incrementa el nimero de
puntos de los contornos generados por los filEstn se hizo interpolando sobre los puntos
de las curvas para obtener contornos mejor&josle p* puntos equidistantes, segin el

criterio determinado en la seccién 4.4.

La interpolacion se realizé con curnvagdine cubicas, afiadiendo como informacién
de entrada las derivadas de la curva original.dlgsritmos empleados corresponden a las

funciones predefinidas de IDdpl_init (calculo de derivadas)spl_interp (interpolacion).

5.4 Segmentacion por Contornos Activos

A partir de cada imagen, se aplica una funcién de calculo del campo GQéFa
luego iterar deformando los contornos interpola@os

Se determinaron los siguientes parametros pafjasteale los contornos:

a=0.1 Coeficiente de elasticidad bajo, ya queclmstornos iniciales no requieren
contraerse.

B=0.2 Permite que la curva tenga variacionesesiav

y=0.5 Deformacion (viscosidad) suave de la curva.

k=0.1 Las variaciones de intensidad en la imag@m suaves, haciendo que el

campo vectorial no sea muy pronunciado en los Isorde
f. perimetro= 0.5-1.3 Separacion maxima entre los puntda darva (en pixeles).
k =0.05 Ponderacién de gradielifé| para las funciones de contgpy h.

El calculo del campo vectorial se realiz6 con 2€raitiones, mientras que se
realizaron 5 iteraciones para el ajuste de losoroos, considerando la cercania de los
contornos iniciales a las transiciones de intemksetala imagen.
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5.5 Calculo de Parametros

Una vez segmentadas las regiones, se aplican fiigcipara el calculo de parametros

geométricos sobre cada conto@d:

» Perimetro: calculado como la suma de las distancias eunkdigentre cada par de

puntos contiguos en la curva.

* Radio de curvatura (suma y valor medio) dependiente del tamafio de las estructuras,

estimado por la interpolacion de un arco circukmagriadas de puntos.

+ indice de curvatura (suma y valor medio) extrinsecaevaluada sobre la tangente del
arco, en funcién de las derivadasxdey de la curva [Gra98]; entrega un valor con un

signo que permite reconocer cambios de concavidad.

* Numero de puntos de inflexion contando los cambios de signo en los indices de

curvatura, permite reconocer los cambios de codeayicorrespondientes a salientes o

hendiduras en los dominios segmentados.

o
>

Figura 5.5-1: Ajuste de contornos acivos e interpolacién de puntc. Empleando las mascaras de segmentagi
(B) para la imagen originalA(, se obtuvieron contornos iniciales para ser agfirs mediante interpolacion

ajustados mediante contornos activ@sH). La resolucién de los contornos estd denotadafpgouencia de
interpolacion (f = 1 / puntos por pixel), indicagara cada cas¢A]: Imagen original[B]: Segmentacién po
filtros. [C-F]: Contornos interpolados + contornos activos. Epalde inferior se grafican los indices de cunaat

(color en el contorno, en escala de negro-rojagdias de curvatura calculados para cada puntosdeolntornos,l
ademas de marcarse los puntos de inflexion (cmajas). Se observa que las mascaras inicialesrgegsana gran

cantidad de puntos de inflexion, que se derivanlase formas iniciales de las regiones, asociadassa
irregularidades en la imagen original, asociadasste caso a efectos de sobremuestreo. Barraaaed® pm.

=

J/
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Capitulo 6: Contornos Activos en Tres Dimensiones

Este capitulo aborda la representacion de estaggpaciales como modelos de
superficies en tres dimensiones, ademas de imptamiels contornos activos sobre dichas
superficies. Se presentan diferentes alternatixisseates en el contexto de la aplicacién, y
se validan con casos de solucién tedrica. Posteeiote se determina la forma de
representacion que mejor capture la informacidruetsiral, requerida para la aplicacion de

los contornos activos en tres dimensiones.

La extension de los contornos activos, desde smulacion original en dos
dimensiones, hacia un espacio tridimensional, icaptiambios en la representacion de las
regiones segmentadas (ROIs). Para el caso bidioreiscada ROI fue definida por una
curva cerrada de contorno (Capitulo 4); analogameatra tres dimensiones, la funcion de
contorno correspondera a una superficie cerradaxpeesion “superficies deformables” o
“superficies activas” denota genéricamente a lostildos modelos de volumen

tridimensionales para contornos activos.

En el presente Proyecto, la eleccién de un adecomedizlo para la representacion

de superficies en tres dimensiones obedece a qusites esenciales:
» la aplicacion de los contornos activos, y

» reflejar adecuadamente la morfologia de las estrast en funcion de los datos de

entrada.

Considerando la forma de los datos de entradapte por un modelo de contorno
discreto. Para representar estructuras tridimeakdsra partir de um-stackde imagenes

(datos discretos), se recurre a un modelmdka de superficie discreta.

Para las ROIs segmentadas desde-sta@k es posible definir una malla o conjunto de
puntos, conectados entre si por un conjunto dgguds asociado. La superficie resultante
es una aproximacion a la estructura real que reptaspermitiendo su visualizacion y

analisis por medios computacionales.
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6.1 Modelos Discretos de Superficies

A partir en las funcionalidades de segmentacidame$adas para dos dimensiones,
los modelos de volumen son generados desde lasmaadginarias (mascaras), en un
proceso depilamiento. Considerando a cada imagen como un plang)(se le ubica en
un z-stacksegun su altura, y se establece la conectividad de los puntogigfieen a cada
ROI de su plano (contorno bidimensional) con losukevecinog y z.;.

En el proceso de apilamiento, cada punto en ungeampasa de su representacion
en pixelesP; = (x;, ¥;), @ una de voxeles (elementos discretos de volumgrs (xi, Vi, z).
La lista de poligonos permite asociar a los digintértices que conforman los contornos
de una ROI tridimensional, conformando su supierfie contorno.

Figura 6.1-1: Apilamiento de imégenei
en un z-stack Stack de imagenes
correspondiente a un volumen esférica.
El conjunto se generé de modo artificial
a partir de la discretizacion de ung
ecuacion de volumen para una esferz Ie
radior. El z-stackfue generado para una
esfera de radior = 3 voxeles
(equivalentes a 0.1/n).

Una vez obtenida la malla de puntos, es posiblulzal el area superficial como la
suma de las areas de sus poligonos componenteseldon de comparar las distintas
alternativas de generacion de mallas, se inclugdfuncion para el calculo de éarea, en la

definicion de la clase para ROIs tridimensionales.

Tomando en cuenta las herramientas y tipos de dispsnibles en el entorno de
desarrollo, se evaluaron tres enfoques para laggna de mallas poligonales, descritos a
continuacion. Los modelos de volumen, ademas derdisas para procesamiento y

visualizacién, fueron implementados sobre SCIANrggramados en IDt:

6.1.1 Modelo de Voxeles

Se construye a partir de las ROIs segmentadas ®ulidensiones, representadas
por imagenes (mascaras) binarias. Cada pixel ssforana en un voxel de acuerdo a su

posicién en ez-stacky se agrupa con sus vecinos en una ROI tridiroaaski

1 Anexo 2

42



Figura 6.1.1-1: Modelo de voxeles.
Reconstruccion  tridimensional  del
volumen esférico para el-stack de
prueba com = 3 voxeles (0.1pm).

[A]: Vista de las ROIs 2D/[B]:
Representaciéon de un punto en el
modelo de voxeles.

6.1.2 Superficie Poligonal

Empleando el stackde imagenes binarias, se establece un conjuntoxages que
corresponde a la superficie de contorno para ugianmeEsta region se encuentra asociada

a un valor de intensidad de referenéiadentro debtackde imagenes.

Este proceso equivale a la deteccién de isocurvasies dimensiones, y se
implementa para generar superficies de nivel (pedicies en tres dimensiones),

tipicamente mediante el algoritmo Elarching CubegLor87].
Notas sobre la implementacion

Dadas las mascaras binarias dedtack(datos de volumen), se deben asociar los
voxeles con un valor de intensidad de contorhp que separan a una RQIH 255) del
fondo § = 0). Empleando la funciéshade_volume se obtiene una lista de vértices y

poligonos que describen a la superficie de contorno

shade_volumees una funcion para obtener datos de volumen eEndptimizados
para su visualizacion. Se basa en el algorRuolyPaint[KIe90], y opera de modo similar a
Marching CubesA diferencia de este ultimo algoritmo, que genama malla triangular,
shade_volumegenera una estructura que no lo es necesarianfgiieaciones con log-
stacksde prueba mostraron mallas poligonales compudstésangulos y cuadrilateros.
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Figura 6.1.2-1: Superficie poligonal.
Reconstruccion del volumen esférico al
través de poligonizacion. El resultado
corresponde a la generacién de ung
malla usando el procedimiento
shade_volume [A]: Vista de aristas
de la malla poligonalB]: Vista de la
superficie en tres dimensiones.

6.1.3 Malla Triangular

Se genera a partir de los datos de cada ROI 2 erstack Uniendo los puntos de
contorno (conjunto de vértices) de las ROIs paaagqd adyacentes ense forma una serie

triangulos (conjunto de poligonos) que dan conilzdiva la malla.

Notas sobre la implementacion

La implementacion en IDL se realizO a través deetolsj de tipolDLanROI ,
agregados en una instancia de la clase contendBi@nROIGroup . Estas clases
permiten generar ROIs y efectuar analisis a traeé®s métodos que encapsulan. Asi, en
cada instancia dLanROI se capturan los datos para una RQY) en un plang dado;
luego, el métoddDLanROIGroup::ComputeMesh permite obtener la malla (lista de

vértices y triangulos), a partir de la serie de K€ la clase contenedora.

Figura 6.1.3-1: Malla triangular.
Resultado de la triangularizacion de la
malla de puntos, a partir de los
contornos de las ROIs obtenidas en I
segmentacion  2D. [A]: Malla
poligonal generada con a partir de los
puntos de las ROIs bidimensionales.
[B]: Superficie resultante.
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6.1.4 Comparacion Experimental de los Modelos

Se compararon los valores de area superficialnatiie experimentalmente, a partir
de cada modelo de volumen presentado. Se generseueade Bstackscon imagenes de
esferas de distinto tamafio, cuya area de supeffialer teérico, 4r°) se comparé con la

obtenida de cada modelo (valor empirico).

Empleando el conjunto de vértices y poligonos tastés, se calcul6 el area total de
la superficie sumando en todos los poligonos, aniniplementacion del método
getObjectSurfaceFromPolygons definido dentro de la clase contenedora de ROIs
tridimensionalesC_sROI3DGroupObject.

Resultados

El grafico de la figura 6.1.4-1 muestra la compiacentre los resultados
obtenidos, a partir de losstacksgenerados. El radio de las esferas representadaigas
variar entre 1 y 100 voxeles (equivalentes al raig©®.05—fm, para estructuras celulares
tipicas). Se efectud la segmentacion en dos dimeesj para luego obtener los modelos de

volumen con los métodos presentados.
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Figura 6.1.4-1: Valores de area calculados para metbs de volumen con superficies esféricas.
[A]: Area de superficie calculada para esteras déntistadio, aplicando los distintos modelos de wwn
presentados. La serie de cuadros negros correspdndevalores teéricos de area de las esferad)(&£n rojo se
muestra el area calculada a partir del modelo delgé. Los triangulos verdes corresponden a laanus!
poligonizacion por algoritmo PolyPainghade_volumé. En azul se muestra el resultado correspondignée
malla triangular, obtenida por el méto@@mputeMesh Los radios de las esferas de prueba correspoader
valores tipicos para estructuras celulares obsasvad la microscopidB]: Diferencias en area calculada por
aproximacién de superficie. Can> 15 voxeles (0.7%m) la diferencia (entre area calculada y analites)|
positiva, en tanto que cars 15 vixeles, es negativa. El modelo de vOxeleseptasun error negativo solo en ¢
caso inicial, corr = 1 voxel (ROl segmentada desde una sola imagemainico pixel de informacién)C]:
Variacion del error por aproximacion de superfigie.todos los modelos de volumen se aprecia unarmonen
el margen de error por aproximacion (ademas, estiia de diferencias negativas a positivas). Airpdetr =
15 voxeles aproximadamente, el error aumenta auiesteente de modo lineal para todos los modéifaserror
porcentual en el modelo de voxelf§;: error porcentual en la malla poligongili] : error porcentual en la mall
triangular. En los tres casos se incluyd una esfenadio 100 (@m) como estimador el error maximo.

~/
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Discusién

En general, se observd que los dos modelos de raplleados lograron una
aproximacion mucho mejor que el volumen de voxgdasa determinar el area superficial
total. Para el caso de mallas sobre esferasrcanl5 voxeles (0.75m), el error al
aproximar el area corresponde a una subestimacaborés menores que lo real); en tanto,
parar = 15 voxeles, se produce un error por sobreestimab@ola superficie. A partir de
este valor, el margen de error aumenta de modalJiiegando al orden del 10% para la

malla poligonal, y del 38% para la malla triangular

El modelo de voxeles sb6lo muestra un error negati88%) parar = 1 voxel
(0.05um). Posteriormente, la variacion del error aumdinealmente en el rango de 7% y
200%, aproximadamente. La causa esta en la difarenitoducida por el modelo de
superficie asociado a un conjunto de cubos de idimknsion (caras cuadradas), que

aumenta proporcionalmente al tamafio de la supedgfiérica (curva) original.

Por otra parte, los modelos de malla introducemanor nivel de distorsion, ya que
permiten definir poligonos de forma y tamafo vdeahos efectos de rugosidad inducidos
por la malla triangular en la generacion de la gigie, producen un efecto de distorsion
mayor que el de la malla poligonal, que represdetanejor manera la morfologia de las

esferas, visual y cuantitativamente.

6.1.5 Experimento Complementario de Validacion

Se realiz6 un experimento adicional para observaraegen de error inducido por
los modelos, al aproximar una serie de cilindrosltiea fija y radio variable. Esto, con el
fin de probar el ajuste de los modelos de volumesta tipo de morfologia, similar a la de

filamentos en estructuras microscopicas.

El experimento consisti6 en generar asstackde imagenes para representar una
serie de cilindros de distinto radio. Esto se miggicando una imagen con varios circulos
(de distinto radio) dentro detackde imagenes, totalizando 90 corteslice$. De manera
analoga al caso de las esferas, se realizaromdosgns de segmentacion 2D y generacion
de modelos en 3D, para luego obtener el area stipede cada cilindro, y compararla con
su respectivo valor tedrico. Se emplearon los mésmodelos de superficie y métodos de
calculo que en el caso anterior. La figura 6.1rBtlestra los resultados obtenidos.
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Figura 6.1.5-1: Comparaciéon de modelos de superfas cilindricas.

Se muestran los modelos tridimensionales obtenpoa una serie de imagenes generadas coHie@ck
representanda = 9 cilindros rectos de altura fija € 90 voxeles 4,5um) y radio () variable. A partir del Z-
stack se realiz6 la segmentacién para ROIs en 2xgo se generaron los modelos de volumen respsctias
imagenedA] y [B] corresponden a la visualizacién obtenida pararlodelos de malla poligonal y triangular,
respectivamentdC]: Valores calculados para el area de superficilosienodelos tridimensionales. El radioj
hizo variar entre 1 y 20 voxeles (0,06A1). La serie de cuadros negros corresponde a losegaedricos de are
para los cilindros (analiticamentejrB+2mr?); los puntos rojos corresponden al modelo de wSxelos
triangulos verdes, a la malla de poligonizaciémdatmo PolyPaintshade_volumg; y los azules, a la mallg
triangular ComputeMesh). [D]: Variaciones del area calculada por aproximaciérsaperficie. En todos lo
modelos de volumen se aprecia un descenso de bmeahen el margen de error por aproximacion,wercion
del radio de los cilindros. A partir de= 7 vOxeles para la malla triangular, yrde 20 para la poligonal, el erro
por aproximacion se hace negatiyi: error porcentual en modelo de voxelgg; error porcentual en malla

poligonal;[iii] : error porcentual en malla triangular.
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6.1.6 Conclusiones

De las pruebas realizadas con los distintos modpkrs representacion de
volumenes y superficies en 3D, la malla poligorsalaeque evidencié el menor margen de
error en el calculo de area, respecto de los vatedicos. Lo anterior permite considerar a
este modelo de aproximacion, para ser integradta é@mplementacién de los contornos

activos en tres dimensiones.

Como un recurso adicional para mejorar la aproxiomace estructuras 3D por
modelos discretos, es posible considerar el aumentta resolucién de los contornos
(nimero de puntos o vértices de la malla, voxeleg),la busqueda de una mejor

representacion y caracterizacion de estructuraplepas a partir los datos originales.

6.2 Formulacion de Contornos Activos en Tres Dimensone

Un contorno en tres dimensiones se define por unaidn paramétrica de una
dimensiébn mas que en el caso bidimensional (ecnadi®-1), con la adicion de un

parmaétra, segun

C =C(s,r) =[x(s,r), y(s,r), Zs, 1)]
(s,r)0[01] x[0O1] [6.2-1]
C:[oa]x[01] - O°

sobre una imageh: 0° - [O. En este caso, el funcional de energia interna farforma
- 1 "R "2 1 "R "2 1 "2
Eint _I(Ea[lcsl +|Cr| ]+Eﬁ[|css| +|Crr| ]+Eﬂsrlcsr| )der [62_2]

. d0C__. oC_ _. o0°C_ .. 0°C
S r SS 2 1 Crr 2
0s or 0s or

a 'y f corresponden a los coeficientes de elasticidagjigiez, de modo anélogo al caso

bidimensional, pero ahora ponderando las derivaidscontorno con respecto a dos

parametross y r. El términofs, pondera la resistencia a la torsion del contadada por

C. = [6.2-3]

Para encontrar un contornG, que minimice su energi&, la ecuacion de Euler-

Lagrange se formula de modo analogo a la ecuacioB fcaso bidimensional), como

a[C,+C, 1+ B[CL+CHT+B,CH =0 [6.2-4]

SSSss rerr r = ssrr
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Incorporando las fuerzas externas (imageg),,, se obtiene

OB +@[Ce +C, 1+ BICL+Cin 1+ B,C =0 [6.2-5]

SSSS rrrr r=ssrr

Al anadir el término para la evolucién dinamica ceahtorno en el tiempo, haciendo
C=C(sr,t),
OB+ [Co +C, 1+ BICL+Cil 1+ B,Cog, =C
_oC [6.2-6]
tooot

Esta expresion difiere de la formulacion bidimenalo en términos de la
parametrizacion de la superfidge= C(s, r), con lo que la elasticidad y la rigidez aparecen

separadas en las direcciones determinadasyparAsi, siendo

Felést(C) = [Css + Crr ]
Friga (C) =[C+C7 ]

SSSS rerr

[6.2-7]

0’* Felést(C) + IB* I:rigid (C) + DEext = O [62-8]

El ajuste del contorno queda formulado de modoogiwakl caso bidimensional
(ecuacion [4.1-5]), expresado como

_py(c™-ch)

0’* Felést(C) + IB* I:rigid (C) + DEext - At [62-9]

6.2.1 Fuerzas Internas

A diferencia del caso bidimensional, en que cagladion de ajuste del contorno se
puede realizar mediante inversion de matrices, pasadimensiones se requiere proceder
de forma particular en cada nodo, identificandovgl@ando las vecindades y fuerzas de
deformacion correspondientes. Esto porque en utortn bidimensional cada nodo tiene
conectividad con sélo dos vecinos (ubicados de doaalyacente en el vector de nodos),
mientras que en el caso tridimensional, la mallaeggeda no otorga regularidad en este
aspecto: un nodo puede tener tres 0 mas vecinesyajuecesariamente sean adyacentes en
el vector de vértices. Se desarroll6 entonces felgeie de [Ahl96] para trabajar con este
tipo de modelos, conservando los principios paraldfinicion de las fuerzas internas

descritas en la seccion 4.1.
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Las siguientes definiciones permiten formular dedengeneral las fuerzas internas

para una malla con cualquier tipo de conectividad.
1. Sea una malla de superficie compuesta por:
* un vector den puntos de control o vérticeg, con coordenadas,y,2)

* una lista den, poligonosP, que representa a cada poligopppor un vector de

vertices,V(p,) OV en que dos vértices consecutivos dentro del véattemas

del dltimo con el primero) definen una arista.

2. Dos puntos distintos; y ¢, se dirarvecinos a una distancia de un (1) pass
forman una arista en un poligono cualquiera dedlamA partir de lo anterior, si
un tercer noday es vecino de;, pero no de;, se dird qUE&; y Cx SONVecinos a

una distancia de dos pasos

3. SeaP;q = {p,am}, M= 1...M, el conjunto déM puntos a una distancia dgasos
desde un punto de cont@! Se define poc*,-,d al promedio de todos los punts

distantes &, tal que

M .
)y =) Dhem 6.2.1-1]
1| P |

La fuerza de elasticidad para un punto cualquiesa puede expresar por

Felést(cj) = C; 1 —C; [621-2]

J

En esta expresion, los puntos en la vecirfjjacgjercen una fuerza de arrastre sobre
G, con un vector resultante igual al promedio d@i;oellos,c*j,l. El efecto observado es la
contraccion de los puntos de la malla, de modoogoéahl caso de dos dimensiones, como

se muestra en la figura 6.2.1-1.
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error porceriual

namero de iteraci oves £

Figura 6.2.1-1: Ajuste de superficies activas[A]: Ajuste de superficies activas, aplicadas a cglde tejid
cerebral en un embrion de pez cebra [Har06pAg]: ROIs 3D obtenidas a partir de segmentacion pdirales
de intensidad[A,]: Ajuste de superficies activas. Se muestran legltados obtenidos en dos células del grup
cont = 10 iteraciones, empleando Unicamente la eldsticicomo fuerza de deformacion. Se puede apreci
claramente el efecto contractivo a medida que@enmenta el valor de. [B,]: Variacién temporal del tamafio de
superficies, para una esfera reconstruida destacksimulado com = 15um. [B,]: Variacion porcentual del error
en el area calculada versus nimero de iteracipaes el ajuste de superficies activas. Se muesades de dat
obtenidas de reconstrucciones sabstackssimulados para esferas de radial0..20, 33um. Ent = 3 iteracione

el margen de error para todos los tamafios de ssfermferior al 5%, bajando al 3% aprox. terb. A partir d

t = 6 el error comienza a variar negativamente fesasuperficies de mallas con menor nimero de punta

1S

mientras que para las mallas de mayor tamafio séerecqle mas iteracion
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Para el caso de la rigidez, primero se consideefeetto de “prediccion” para la
posicion de un nodo determinado, dada por sus e@rdistancia 1y 2:.c21- Cj2 - G
Este efecto no regulariza la posicion de los nadtisntes de la malla, sino que desplaza a
los vecinos hacia fuera para nivelarse; al afiaolr wbces la elasticidad se suprime este

efecto. Se formula entonces

Frigia (C;) = ZC? 17 C?,z —C;—2F,44(C;)

e [6.2.1-3]
Figa (C;) =4c;, —C;,—3C

j
Aplicando las ecuaciones [6.2.1-2] y [6.2.1-3] reohna curva bidimensional se
llega al mismo esquema iterativo desarrollado eselecion 4.1. El esquema presentado
permite aplicarse sobre mallas o curvas en las goees posible obtener una
parametrizacion para calcular las derivadas, o sieconectividad no permite obtener una

forma directa para su resolucion (como la inversi@matrices para dos dimensiones).

6.2.2 Implementacion

A continuacion se presentan los algoritmos impldads para identificar y evaluar
las vecindades y fuerzas de deformacion, dada watla ae superficie C, para cada nodo,

Ci, a traves de una lista de poligonos asociada.

Para i =1, nUmero_de_iteraciones realizar {
» Determinar para cada punto C; del vector de puntos de control
C, los conjuntos de puntos en las vecindades Ci1y Ciz
e Determinar para cada punto Cj del vector de puntos de control
C, el promedio de las vecindades Ci1y Cj2

e Calcular el vector
Cl= C+[ a(Csy = Co)+ B-(Csz - CI v+ Feu(C)

} Siguiente, [
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La evaluacién dé:i*,l (nodos vecinos a distancia 1) para todos los nddbsector

C' se implementé mediante el siguiente algoritmo:

punteroVecinosl : arreglo [O.. namero_de_puntos -1] de puntero
Para j =0, nUumero_de puntos -1 inicializar punteroVecinos [j]

Para k=0, nUmero_de poligonos -1 realizar {

e Paracada arista del poligono | Ka, kyp] realizar {
o afiadir el vértice ko a* punteroVecinosl [ k]
o afiadir el vértice kp a* punteroVecinosl [ kg]

» Siguiente arista

} Siguiente, k

Para j =0, nUmero_de puntos -1 realizar {

* Ordenar elementos de * punteroVecinosl [ ] por nimero
» Eliminar elementos duplicados de * punteroVecinosl [j]
. C x1 = [

promedio ( vectorPuntosCoordenadaX [* punteroVecinosl [ 1],
promedio ( vectorPuntosCoordenadaY [* punteroVecinosl [ 1],

promedio ( vectorPuntosCoordenadaZ [* punteroVecinosl [ ]D]

} Siguiente, j
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ParaCi*,z (nodos vecinos a distancia 2) el algoritmo empéeanterpolacion de

esferas con los nodos vecinos para aproximar usiaipo en cada nodo de la malla.

punteroVecinosCurvatura: arreglo [0..nGmero_de_puntos-1] de puntero
puntos_esfera: arreglo [4] de coma_flotante | doble_precision

para i =0, numero_de puntos inicializar punteroVecinos2 [i]
para i =0, numero_de_puntos realizar {

radio suma =0

centro_ x_suma =0
centro.y suma =0
centro_z suma =0

para cada 4_combinacion_puntos  (* punteroVecinosl [i]) realizar {

puntos_esfera = generar_4_combinacion(* punteroVecinosl [i])
interpolar_esfera( puntos_esfera , radio , cenX, cenY, cenZ)
radio_ suma = radio_suma + radio

centro_x_suma + cenX

centro_x_suma

centro_y_suma centro_y suma + cenY

centro_z_suma centro_z suma + cenZ

} Siguiente, 4 _combinacion_puntos

centroPromX = centro x suma [ |

centroPromY = centro y suma [ |

centroPromZ = centro_z suma [ |

radioProm = radio_suma / |j

angulo = atan((  vectorPuntosCoordenadaX [i]- centroPromX )/

raiz(( vectorPuntosCoordenadaY [i]- centroPromY )2+
( vectorPuntosCoordenadaZ [i]- centroPromZ )*2))
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si no(valor_finito( angulo )) entonces angulo =0

desplazaX = radioProm *seno( angulo )
angulo = atan((  vectorPuntosCoordenadaY [i]- centroPromY )/
raiz(( vectorPuntosCoordenadaX [i]- centroPromX )2+

( vectorPuntosCoordenadaZ [i]- centroPromZ )*2))

si no(valor_finito( angulo )) entonces angulo =0
desplaza¥Y = radioProm *seno( angulo )
angulo = atan((  vectorPuntosCoordenadaZ [i]- centroPromz )/

raiz(( vectorPuntosCoordenadaX [i]- centroPromX )2+

( vectorPuntosCoordenadaY [i]- centroPromY )*2))

si no(valor_finito( angulo )) entonces angulo =0
desplazaz = radioProm *seno( angulo )
* punteroVecinosCurvatura [i]=[ centroPromX + desplazaX , centroPromY

+ desplazaY , centroPromY + desplazaY |

} Siguiente o

Al término del presente Proyecto se encuentra petgila implementacion de la

rigidez en el ajuste de las superficies.
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6.3 Caracterizacion de Superficies Tridimensionales

Ademas del area superficial (introducida en laisec6.1.4), se busco caracterizar

la complejidad de las superficies mediante su ¢uraa

Para una superficie tridimensional, la curvaturaies medida de desviacion de la

superficie con respecto a un plano. Existen valédisiciones de curvatura, asociadas

La curvatura superficiak{) fue calculada para cada nodo de la malla corects@a
sus vecinos, mediante el radid de la esfera cuya ecuacion determinan cada nos yle

1

Sus vecinos, siende, =r ; para nodos con mas de tres vecinos se calcudrlatura de

todas las posibles 3-combinaciones y se obtuvalor promedio.

. oW
V_AJE

|
<
_ 1
0,12 r=x-~13
s O e e
5 B e e -
éo,os( —t ~—* —————————
3 0,06
§ 004
=
0,02
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Iterations

Figura 6.3-1: Evolucion de curvatura en superficies activasSe generd una malla de superficie de una pari una
esfera de radio = 13 (nUmero de cortes = 27), para ser ajustaddiame contornos activos, suavizando  las
irregularidades en la curvatura derivadas de lerelizacion[A]: Visualizacion de curvatura superficial para los
poligonos de la malla, en escala de grises, inf@mgdo mediante el modelo de Goraud los valoresudeatura
calculados en cada nodo. Las zonas oscuras condgpe@ poligonos cuyos nodos tienen los valoregmoide
curvatura relativa, mientras que las zonas claeaas®cian a los mayores valorfS]: Convergencia en |g
valores de curvatura medios calculados para lacesfimulada.

(7]
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Capitulo 7: Conclusiones

7.1 Cumplimiento de Objetivos
7.1.1 Objetivo General

Planteado como “Desarrollar e implementar algorgme contornos activos para la

segmentacion y parametrizacion tridimensional deiesiras biolégicas”, apunta a:
i.  mejorar la representacion espacial de las estaggeggmentadas, y

il.  caracterizar cuantitativamente las curvas y supesfi de contorno de dichas

estructuras.

Ambas metas se consideran alcanzadas mediantenglicuento de los objetivos

especificos del Proyecto.

7.1.2 Objetivos Especificos

a) Reconocer e identificar los métodos de segmentad®OROIs a través de contornos

activos, en su formulacion y aplicacion

Cumplido a través de la revision bibliografica y ldedescripcion realizada para el
proceso de segmentacion mediante contornos actdesarrollada en el presente

informe.

b) Implementar algoritmos de contornos activos paraségmentacion de ROIs en dos

dimensiones, sobre la base de SCIAN existente

Cumplido mediante una implementacion en softwalab@eada sobre la plataforma

IDL) de los contornos activos en dos dimensiones.

c) Extender la funcionalidad de los contornos actidesarrollada en dos dimensiones

para la segmentacion de ROIs tridimensionales

Cumplido parcialmente. Se consiguié modelar el acadwfuerzas externas y la fuerza
elastica para contornos en tres dimensiones o fauiper activas, faltando la

formulacién e implementacion para la rigidez.

d) Combinar, ajustar y optimizar la funcionalidad desl contornos activos con la
biblioteca de filtros existentes en SCIAN para kgmentacibn de estructuras

bioldgicas

58



Cumplido. Las clases implementadas para contorotigoa fueron incorporadas al
conjunto de herramientas para segmentacion decestig en SCIAN.

e) Extender la funcionalidad de los contornos activssarrollada en dos y tres
dimensiones para la reconstruccion multidimensionyalla parametrizacion de

contornos y superficies de ROIs para estructurafpicas

Cumplido. Se implementaron clases y métodos pacanacterizacion de los modelos

de contornos activos (dos dimensiones) y supesfaotivas (tres dimensiones).

7.2 Aspectos Notables, Ventajas y Limitaciones

La implementacion del Proyecto ha contribuido aamsgjlos resultados del proceso
andlisis de morfologia celular, ademas de la vigaeibn de estructuras. Se integraron los
modelos de contornos activos al sistema de objgtaficos de IDL/SCIAN para la
reconstruccion y visualizacion de estructuras elnimtracelular, celular e intercelular
[HarO6b/c]. El ajuste de resolucion en dos dimemsso combinado con el balance de
fuerzas para el ajuste de los contornos, mejorfoena significativa la caracterizacion

morfoldgica de las estructuras segmentadas.

Como limitante destaca el consumo de recursos ciatipnales para los
algoritmos implementados. El tiempo de calculo gasacampos vectoriales se relaciona
proporcionalmente con el tamafio de las imagenenttada; de igual modo ocurre con el
ajuste iterativo de los contornos, relacionado ebnumero y tamafo de las ROIs. En el
caso de las superficies activas, el uso de meraarizenta considerablemente, ya que las
imagenes y los campos vectoriales son arreglasgitsionales que deben almacenarse en
memoria durante el proceso de ajuste, asi comoesasicturas de datos para cada
superficie: vértices y poligonos, mas los arreg®survatura y vecindades requeridos para
el ajuste dinamico. En casos extremos, el procesdamidemanda casi la totalidad de
memoria de una estacion de trabajo personal (~36BRAM), haciendo necesario
disminuir la precision de los célculos numéricosapaoder realizarse (notacién de coma

flotante de precision doble a simple).

Para los contornos de tres dimensiones el nimemodes de la malla es fijo, a
diferencia de dos dimensiones, en que la intergizlade puntos en las curvas permite
variar segun sea necesario. Si bien se puedemrddic mascaras de dos dimensiones para
la subsecuente reconstruccion tridimensional, exjeeVertical £) la distancia entre cortes

(z-slice$ se mantiene igual, siendo varias veces mayoeque planoX, y).
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7.3 Futuros Trabajos

Apuntando a las limitaciones y restricciones daniplementacion del Proyecto, se

plantean los siguientes desarrollos a futuro:

Aplicacion de fuerza rigida en los modelos de diges activas.

Ajustes en la distribucién de los puntos en malasuperficie tridimensionales,
de modo de regularizar el tamafio de los poligomo&iecion de su curvatura,
variando la resolucién de la malla, y compensaadtiferencia de resoluciéon en

el ejez con respecto al plang,(y).

Determinacion de una parametrizacion optima pafzaknce entre resolucion
y/o distribucion de nodos de mallas y las fuerzasa uperficies activas, de
modo analogo al desarrollo de la seccion 4.4.3.

Herramientas para la visualizacion de campos viatdsr de fuerzas sobre

contornos en tres dimensiones.

7.4 Difusion y Aplicaciones

El cumplimiento de los objetivos del Proyecto sBej@ en las herramientas de

software desarrolladas para la segmentacion ysamale estructuras bioldgicas, aplicadas

en varios trabajos de investigacion (ver Anexor mablicaciones):

Organizacion de estructuras monocapas de lipidosaemembrana celular
[Fan06, HarO5b, Tul06], desarrollados en la UnidadBiofisica y Fisiologia
Molecular del CECS, Valdivia, y el Programa de Amaia y Biologia del
Desarrollo (ICBM, Facultad de Medicina) de la Umsidad de Chile; en
colaboracion con el Departamento de Quimica BiokigFacultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad de Cérdoba, Argentina.

Desarrollo de estructuras celulares en embriongsedeebra (HarO6b/c), en el
Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo WGB-acultad de Medicina)
de la Universidad de Chile.

Adicionalmente se presentaron los contornos acte@®o una aplicacion de

modelos matematicos en biologia [Jar05], y como hew@amienta de software para la

aplicacion de herramientas computacionales en @tegamiento de imagenes para la

biologia [Har06a].
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Anexo 1: Céalculo Variacional

Este anexo presenta los conceptos elementalesaldela variacional, relativos al

problema de minimizacion de energia de los con®antivos expuesto en el Capitulo 2.

El calculo variacional fue fundado en el siglo XMibr L. Euler y J. L. Lagrange, y
fue desarrollado extensivamente por otros matepstarante el siglo XIX. Los principios
variacionales son de gran importancia a nivel @ient puesto que proporcionan una
aproximacion general a varios problemas de fisgléicada. Los métodos del célculo
variacional han probado ser efectivos en la regmiupractica de problemas, tanto en sus

aspectos cuantitativos como cualitativos [Mys71].

El calculo variacional tiene mucho en comun cotetaia de extremos (maximos y
minimos) de funciones, y constituye en cierto moda extension de ésta. “Es una rama de
la matematica que constituye un tipo de genera@imadel célculo; el célculo de
variaciones busca encontrar la ruta, curva, superfetc., para la cual una funcion dada

tiene un valor estacionario (...un minimo o un maxinidRL9].
1.1 El Concepto de Funcional

“Una cantidadz es un funcional de la funcidrix) en el intervalod, b] (x € [a, b])

cuando ella depende de todos los valores que yohauandax varia en @, b]” [Vol30].
Las formas de notacion para representar estadalaon:
b b
2= F‘[(y(x»} 2=F ) |

z=F[y()]; [AL.1-1]°
z=F(x)

En los problemas de optimizacion de funcionalebusEan funciones en lugar de
valores puntuales; en otras palabras, se debennuleé® una o varias funciones para
extremar una cantidad o condicién, dada por difunal, satisfaciendo ciertas condiciones
de borde.

13 por simplicidad se emplea la forma de nota@énF[y(x)]. Para no perder especificidad se debe tener en
cuenta que siempre los funcionales son evaluadas értervalo §, b] dado.
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La solucién a los problemas de optimizacién enaédudo de variaciones se apoya
en la extensién de varios conceptos ya estable@dos el calculo sobre una o varias

variables.
1.2 Derivacion de un Funcional

Extendiendo las propiedades de continuidad de uasidnes al campo de los
funcionales, se extiende también el concepto dévatkxs, necesario para determinar

analiticamente formas de optimizacion.

Asumiendo que un funcional= F [y(x)] es continuo sobre el intervalg, [b], se
requiere describir la forma en que varjasegun lo hace la funcion Para el caso del

funcionalF sobre la funcién variablg su derivadak’, esto se puede expresar de la forma

FLy() + av(x)] - Fly()] [AL1.2-1]

e, L] = D0+ )

en quedy(x) es unavariacion o variacional deF, entendiéndose como una funcién
de variacion arbitraria dg(x), y cuya desviacion con respecto a cero sea vahagnte

pequefy.
1.3 Funcionales Integrales y Optimizacion: EcuaciofEdker-Lagrange

Se define el funcional integrel como
b
1{)(3} = [ Fly(x]dx [A1.3-1]

Para que exista un valor extremo en este tipo wednales, la condicion necesaria
esta dada por la llamada ecuacién de Euler-Lagtafger derivacion en [Lav50, Mys71,
VolI30, URL10/11]). Esta ecuacion establece que

F,[y(x]=0 [A1.3-2]

% La desviacion de una funcién con respecto a gaasé trate de una constante, como cero, o biatrde
funcion definida) debe entenderse dentro de uncespaormado de funciones que satisfaga ciertas
condiciones. Del mismo modo, debera tenerse entafeaguin se requiera) cuando las funciones sabre |
que se definé estan en un espacio de funciones continuas,ds},[como también si son diferenciables en
todo el intervalo. Una descripcion formal de losistouctos matematicos necesarios, dada su extension
escapa al alcance del presente texto, por lo qrensee al lector a la bibliografia para mayor teta

'3 En varios textos esta ecuacion es llamada simpienezuacion de Euler.
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En términos generales, esta ecuacion se derivardgderar una variaciésl sobre
[, [Mys71], definida como

a{y, o} =0 [A1.3-3]

La interpretacion de esta ecuacion, para aso@ddaxistencia de un valor extremo

(minimo 0 maximo) dé es analoga a la de la derivada de una funciéritiaadlLav50].

1.4 Aplicacion a Contornos Activos

1.4.1 Funcional de Energia de urSnakeen Dos Dimensiones

Se considera una funcién genériéa C(s), cons[0, 1]'® en analogia &(x), y

conx [ [a, b]. El funcional de energia de snakese define por

2 2|2
dc WJ\%SE% ]+E,.(C)ds [A1.4.1-1]

|
ds|

t1 |
E=E(s) =|=-[a
E es un funcional de la funcié@(s), que depende de su primera y su segunda

derivada,dC/ds y d?C/d<, respectivamente. La forma general de este tipéudeional
[Mys71] corresponde a

1y} = [Fy09, y' (9, y" (9] [A1.4.1-2]

con condiciones de borde
Y@ =Y., Yb) =y, Y@ =Y., YO =Y, [A1.4.1-3]

Reemplazando los términos de [Al1.4.1-1] en [A12].%e tiene

y(x) =C(s);

y'(X) = dc =C'(s); [Al1.4.1-4]
ds

v =55 =c9

'8 X puede ser una funcién escalar, o bien un vect@ mds dimensiones, como es el caso de las cMrvas
(%, y) o superficieX = (x, y, 2) activas, presentadas en los capitulos 2 y 3ectispmente.
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Asi, las condiciones de borde de [Al1.4.1-3] quedtano

y(a) = E..(C(a)) = y(b) = E,.(C(b));

[A1.4.1-5]
y'(a) =C'(a) = y'(b) =C'(b)

La variacion un funcionaél, incorporando las derivadas, queda expresada por

b
d = I(F'y o+F', I+F' . dy")dx [A1.4.1-6]
Luego, el valor extremo de se determina al minimizar la variacion de todas la

funciones que lo definen.

La condicién necesaria para extremar el valoEdmediante la ecuacién de Euler-

Lagrange [Mys71, Vol30], se traduce en

1 d ! d2 ! —_
F y_aF y.+FF y" —O [A141-7]

Reemplazando para el funcional de enegide la ecuacion [Al1.4.1-1], se llega a
OE,,(C(s)) —aC"(s) + fC""'(s) =0 [A1.4.1-8]
Ordenando términos se tiene

aC'"(s) - C""(s) -UE,,(C(s)) =0 [A1.4.1-9]

Para encontrar la solucién a esta ecuacion, sereeglos metodos numéricos, que
permiten aproximarla por la via iterativa. Ademadprma general de las funcionéés) y
Eext permiten extender su aplicacion de magnitudedassaa funciones vectoriales sobre

dominios de distinta dimensién, como es el casaslabordadas por el presente Proyecto.
1.4.2 Funcional de Energia de un Contorno en Tres Dimensines

Un contorno activo en tres dimensiones, o superfaitiva, se define por una
superficie paramétrica = C(s, r). El funcional de energia correspondiente (Capi6)l
esta dado por

2

+0

2

2 2

0°C
1+ E.(C)dsdr [A1.4.2-1]

o2

o'c
0s?

oC|
or

oC

2
+ + 6 |—
ﬂS ﬁsl’aar
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La forma general asociada [Mys71] es

1 2 2 2
I{C(s,r)}=_[F(C,a—C 9C 0°C 0°C 0°Cyyqyy [A1.4.2-2]
0

La minimizacion se realiza a partir de la ecuaclérEuler-Lagrange, en la llamada

ecuacion de Euler-Ostrogradsky [Mys71]

F-2F -2F =0 [A1.4.2-3]

Incluyendo las segundas derivadas en la formulac@mo en [1.4.1-7], se llega a

2 2 2
z_i 'ac_iF'ac+a_2Flazc+a_2F'azc+a_2Flazc
0s 5 Or 5 0s° S5 or® %ot

= =0 [Al.4.2-4]

Asi, la implementacion en términos de [Al.4.2-Th&ola forma de

0°C 0°C 0°C 9°C 0°C
+qd —+fB—+B —+fB ——
0s? " or? P os* A or Per ds%0r 2

HE(C) +a; =0 [A1.4.2-5]
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Anexo 2:Clases y Métodos Implementados

En esta seccidon se presentan los tipos basicoatds proporcionados por IDL, en

base a los cuales se diseflaron e implementarestagturas.

float : numero en coma flotante de precision simple asgmtado por 32 bits con 6 a 7
decimales significativos, en el rango de ¥10
double : numero en coma flotante de precision doble, smrado por 64 bits con 14
decimales significativos, en el rango de ¥£0
integer : nUmMero entero con signo representado por:
integer (16 bits): rango [-32168, 32767]
unsigned integer (16 bits): rango [0, 65535]
long integer (64 bits): rango [-9.223.372.036.854.775.808,
+9.223.372.036.854.775.807]
unsigned long integer (64 bits): rango [0, 18446744073709551615]
puntero: definido mediante la instruccignr_new() , permite asignar memoria
din@micamente para almacenamiento de datos o esasae datos. Un arreglo de
punteros puede definirse mediante la instrucqmrr(dim) , en quedim

permite especificar las dimensiones del arreglo.
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2.1 Clase C_sActiveContour

2.1.1 Proposito
Implementacion de los contornos activos en dos iasoees.

2.1.2 Atributos
plmage

* Tipo: puntero.

» Propésito: puntero a la imagen 2D para la cuabatarno es ajustado. La imagen
2D debe ser representada por un arreglo bidimesisioq, y;} con valores de
intensidad j; enteros sin signo.

* Valor por defecto: no aplicable; debe especificanse imagen al crear una
instancia de la clase.

pU, pV

* Tipo: puntero.

* Propésito: punteros a las componentesy del campo vectorial GVF (arreglos de
dos dimensiones).

* Valor por defecto: nulo; los vectores del campo safculados mediante los
métodoscalcGVF 0 calcGGVF.

pX, pY

* Tipo: puntero.

* Propésito: punteros a los arreglos de coordenaeasdel contorno.

» Valor por defecto: especificado al crear una ingtade la clase, o bien mediante el
métodosetContour

npts
* Tipo: unsigned integer

» Proposito: nimero de puntos del contorno.
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» Valor por defecto: 0 si no se especifican las cenadasx, y) del contorno al crear
una instancia de la clase, de lo contrario cormed@ al nimero de componentes
del vector de coordenadas. Este valor puede madsécde modo indirecto al
cambiar la resolucion del contorno mediante el oheéocSample .

alpha

* Tipo: float

* Propésito: coeficiente de elasticidad (tension)adeltorno. Su valor debe ser mayor
oigual a 0.

* Valor por defecto: 1.0

beta
* Tipo: float
» Proposito: coeficiente de rigidez del contornovalor debe ser mayor o igual a 0.

» Valor por defecto: 1.0

gamma
* Tipo: float
» Propésito: coeficiente de viscosidad del conto8wvalor debe ser mayor o igual a
0.

* Valor por defecto: 1.0

kappa
e Tipo: float
» Propésito: coeficiente para las fuerzas externasa®r debe ser mayor o igual a 0.

» Valor por defecto: 1.0

mu
* Tipo: float
* Propésito: parametro de regularizacion para laifumdetector de bordes. Su valor
debe ser mayor que 0.

* Valor por defecto: 1.0
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gvf_iterations

iterations

2.1.3

init

Tipo: unsigned integer

Propédsito: niumero de iteraciones para el calculccampo GVF. Este valor debe

ser mayor que 0.

Valor por defecto: 10

Tipo: unsigned integer

Propésito: namero de iteraciones para el calculoafiesste delsnake Este valor

debe ser mayor que 0.

Valor por defecto: 10

Métodos

Propésito: constructor de la clase.

Parametros:

o

o

(@)

image : arreglo bidimensionalyq, y;}de intensidades;

x: vector de coordenadas eulel contorno; debe especificarse junto gon
y: vector de coordenadas gdel contorno; debe especificarse junto kon
alpha : coeficiente de elasticidad del contorno.

beta : coeficiente de rigidez del contorno.

gamma coeficiente de viscosidad del contorno.

kappa : factor de ponderacion para el campo vectorial @GVF.

mu parametro de regularizacion para la funcion detete bordes.

iterations : nimero de iteraciones de ajuste del contorno.
gvf_iterations . numero de iteraciones para el célculo del campo
GVF/GGVF.

Valor de retorno:
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o 1, si el método se ejecutd correctamente y sewradnstancia de la clase;
0 -1, en caso de encontrar un error en los paramet¢restrada;

o 0, en caso de producirse una excepcion en tiempegedacion.

cleanup
» Propésito: destructor de la clase. Libera los postdefinidos en ésta.
e Pardmetros: ninguno.
* Valor de retorno: ninguno.
getCoords
» Propésito: funcién que retorna las coordenadas) (correspondientes a los puntos
gue conforman la curva de contorno.
e Parametros: ninguno.
» Valor de retorno: arreglo bidimensional con lasrdeoadasx ey del contorno.
getCir3, xyRes
* Propésito: calcular la curvatura para cada puntccoletorno, como el inverso del
radio del circulo que describe cada punto y sudyd@entes.
» Pardmetros:
0 xyRes, factores de escala,(y) en forma de par ordenado [escalaX,
escalaY].
» Valor de retorno: arreglo unidimensional con losokes de curvatura calculados

para cada punto del contorno.

getCurvD, xyRes
» Propésito: calcular la curvatura extrinseca padagaunto del contorno, mediante
aproximacion de derivadas.
* Parametros:
0 xyRes, factores de escala,(y) en forma de par ordenado [escalaX,

escalaY].

81



» Valor de retorno: arreglo unidimensional con losokes de curvatura calculados

para cada punto del contorno.

getDistance, xyRes
» Propésito: calcular las distancias euclidianaseetdéida par de puntos contiguos del
contorno.
» Parametros:
0 xyRes, factores de escala,(y) en forma de par ordenado [escalaX,
escalaY].
* Valor de retorno: arreglo bidimensional con losovas de distancia euclidiana

calculados.

getGradients, xyRes
* Propésito: calcular los gradientes para cada pugtio contorno, contando su
diferencia de posicion con respecto al punto quedoede (en sentido antihorario).
» Pardmetros:
0 xyRes, factores de escala,(y) en forma de par ordenado [escalaX,
escalaY].
« Valor de retorno: arreglo bidimensional que corei@s vectores gradiente para las

coordenadas ey del contorno.

getinflexPoints, curvArray

» Propésito: evaluar los cambios de signo enuevatura extrinseca de los puntos
del contorno, recorriéndolo en sentido horario.

» Parametros:

0 curvArray : arreglo de dimension igual al nimero de puntosatgorno,
conteniendo los valores de curvatura en correspmmeno a uno.

» Valor de retorno: arreglo de dimension igual al eéonde puntos del contorno, con

valor

0 si en el punto no existe curvatura (segmenteda).
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1 si en el punto existe un cambio de curvaturaeatido positivo.
2 si en el punto existe un cambio de curvaturaeetido negativo.
getNpts
* Propésito: funcion que retorna el nimero de pudé€ontorno.
» Valor de retorno: numero de puntos del contorno.

getPerimeter

* Propésito: funcidon que retorna el perimetro toll ebntorno, calculado como la
suma de las distancias euclidianas para cada ségmenéste, definido por dos
puntos consecutivos.

e Pardmetros: ninguno.

* Valor de retorno: perimetro del contorno.

arcSample, points

» Proposito: distribuir o interpolar los puntos dehtorno en forma equidistante.

« Parametros:

0 points (opcional): niumero de puntos que interpolan etaoio.

e Valor de retorno: ninguno.
adjustContour

» Propésito: Aplicar el ajuste iterativo del contornen funcion de las fuerzas
calculadas para cada punto, ponderadas por los\pas respectivos.
e Pardmetros: ninguno.
» Valor de retorno: arreglo de coordenadasy} del contorno ajustado.
calcGVF
* Propésito: Célculo del campo vectorial de flujovéetores de gradiente (GVF).
» Parametros: ninguno.

e Valor de retorno: ninguno.
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calcGGVF
* Propésito: Calculo del campo vectorial de flujo dectores de gradiente
generalizado (GGVF).
* Valor de retorno: ninguno.
edgemap
» Propésito: Método para calcular el mapa de arstase la imagem(mage ).
e Pardmetros: ninguno.
* Valor de retorno: ninguno.
gradient, image, direction
» Propésito: Funcién que retorna el gradienteéntige en la direccion especificada
pordirection , para matrices de imagen tridimensionales.
» Parametros
0 image : imagen de entrada, arreglo bidimensional conrgalouméricos de
intensidad.
o direction : indicador de direccion para calcular la imageadgnte,
pudiendo ser Oxj o 1 §); valor por defecto: O.
» Valor de retorno: arreglo de igual dimensién y tmgueimage , conteniendo los
valores del gradiente calculado para la direccgpeeificada.
laplacian, image
» Propésito: Funcién que retorna el laplaciano dematiz (imagen) bidimensional.
» Parametros
0 image : imagen de entrada, arreglo bidimensional conrealaumeéricos de
intensidad.
* Valor de retorno: arreglo de igual dimensién y temagueimage , resultante de

aplicar sobre ésta el operador laplaciano.
setContour, X, y

* Propésito: Método para definir las coordenaxiay del contorno.
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e Parametros:
0 X, Y: vectores de coordenadas que definen los punt@®arno.

e Valor de retorno: ninguno.
setParams,alpha, beta, gamma, kappa, mu, iteration S,

gvf_iterations
» Propésito: Modificar valores de los atributos delkse.
» Pardmetros:
o alpha (opcional): coeficiente de elasticidad.
o0 beta (opcional): coeficiente de elasticidad.
o gamma(opcional): coeficiente de elasticidad.
0 kappa (opcional): coeficiente de elasticidad.
o mu(opcional): coeficiente de elasticidad.
0 iterations (opcional): coeficiente de elasticidad.
0 gvf_iterations (opcional): coeficiente de elasticidad.

e Valor de retorno: ninguno.

getParam, paramName
* Propésito: Método para obtener el valor de un atoilde la clase.
» Pardmetros:
o paramName: hombre del atributo cuyo valor es requerido; puedlicar a
cualquiera de los atributos susceptibles de mediiin en el método

setParams .

» Valor de retorno: valor del atributo indicado paramName.
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2.2 Clase C_sActiveContour3D

2.2.1 Proposito
Implementacion de contornos activos en tres dinoaesi.

2.2.2 Atributos
plmage

* Tipo: puntero.

» Propésito: puntero a la imagen 3D para la cuabatarno es ajustado. La imagen
3D debe ser representada por un arreglo tridimeakig;, y;, z} con valores de
intensidad i enteros sin signo.

* Valor por defecto: no aplicable; debe especificanse imagen al crear una
instancia de la clase.

pU, pV, pW

* Tipo: puntero.

* Propésito: punteros a las componentey y z del campo vectorial GVF (arreglos
de tres dimensiones).

* Valor por defecto: nulo; los vectores del campo safculados mediante los
métodoscalcGVF 0 calcGGVF.

pX, pY, pZ
* Tipo: puntero.
* Propésito: punteros a los arreglos de coordengdag z del contorno.

» Valor por defecto: especificado al crear una ingtade la clase, o bien mediante el

métodosetContour
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pPolygons

Tipo: puntero
Propésito: Puntero a la lista de poligonos de peedicie de contorno.

Valor por defecto: especificado al crear una ingtade la clase, o bien mediante el

métodosetContour
npts

* Tipo: unsigned integer

* Propésito: numero de puntos del contorno.

e Valor por defecto: 0 si no se especifican las ceoadas X, y, z2) del contorno al
crear una instancia de la clase, de lo contraribespondera al numero de
componentes del vector de coordenadas.

alpha

* Tipo: float

* Propésito: coeficiente de elasticidad. Su valoredsdr mayor o igual a 0.

» Valor por defecto: 1.0

beta

* Tipo: float

» Propésito: coeficiente de rigidez. Su valor delvens&yor o igual a O.

* Valor por defecto: 1.0

gamma

Tipo: float
Propésito: coeficiente de viscosidad. Su valor dsvanayor o igual a 0.

Valor por defecto: 1.0
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kappa

mu

Tipo: float
Propésito: coeficiente para las fuerzas externasa®r debe ser mayor o igual a 0.

Valor por defecto: 1.0

Tipo: float
Propésito: parametro de regularizacion para laifundetector de bordes. Su valor
debe ser mayor que 0.

Valor por defecto: 1.0

gvf_iterations

Tipo: unsigned integer
Propédsito: niumero de iteraciones para el calculccampo GVF. Este valor debe
ser mayor que 0.

Valor por defecto: 10

iterations

2.2.3
init

Tipo: unsigned integer
Propésito: namero de iteraciones para el calculoafiesste delsnake Este valor
debe ser mayor que 0.

Valor por defecto: 10

Métodos

Propdésito: constructor de la clase.

Parametros:

0 image : arreglo tridimensionalX;, y;, z}de intensidadesi

0 x: vector de coordenadas erdel contorno; debe especificarse junto gon y

polygons
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y: vector de coordenadas emlel contorno; debe especificarse junto gom y
polygons
0 z: vector de coordenadas eulel contorno; debe especificarse junto gom y
polygons

o0 polygons : lista de poligonos del contorno; debe especBiegunto corx, y y

0 alpha : coeficiente de elasticidad del contorno.

0 beta : coeficiente de rigidez del contorno.

0 gamma coeficiente de viscosidad del contorno.

0 kappa: factor de ponderacion para el campo vectorial @GVF.

0 mu parametro de regularizacion para la funcién detete bordes.

0 iterations : nimero de iteraciones de ajuste del contorno.
o gvf iterations . numero de iteraciones para el célculo del campo
GVF/GGVF.

* Valor de retorno:
o 1, si el método se ejecutd correctamente y sewradnstancia de la clase;
0 -1, en caso de encontrar un error en los parame¢restrada;

o 0, en caso de producirse una excepcion en tiempgedacion.

cleanup
» Proposito: destructor de la clase. Libera los postdefinidos en ésta.
» Parametros: ninguno.

e Valor de retorno: ninguno.
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getCoords
* Propésito: funcion que retorna las coordenadasy,(2) correspondientes a los
puntos que conforman la curva de contorno.
e Pardmetros: ninguno.
» Valor de retorno: arreglo tridimensional con lasr®nadag, y y z del contorno.
computeCurv4, x, y, z, xC, yC, zC, r
» Propésito: calcular la curvatura para cada puntcoetorno mediante la ecuacion
de esfera que determinen grupos de cuatro nodestzmos entre si.
» Parametros:
0 X, ¥,z - pardmetros de entrada: vectores de coordenasadaiinen los
puntos del contorno.
0 xC,yC,zC,r - parametros variables: almacenan las coorderamesl!
radio de curvatura y posicionesy(z) del centro de la esfera asociada.
» Valor de retorno: contenido en los parametros béesxC, yC, zC, r
getCurv4
* Propésito: funcion que retorna la curvatura mediagada nodo del contorno y sus
adyacentes, empleando el métagonputeCurv4 para calcular la curvatura en
cada 4-combinacion de puntos.
» Pardmetros: ninguno.
» Valor de retorno: arreglo unidimensional con losokes de curvatura calculados
para cada punto del contorno.
getCurvVect
» Propésito: funcion que la curvatura extrinsecaapeada punto del contorno,
mediante aproximacion de derivadas.
e Parametros: ninguno.
* Valor de retorno: arreglo unidimensional con losokes de curvatura calculados

para cada punto del contorno.
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getNpts
* Propésito: funcion que retorna el nimero de pudégontorno.
e Pardmetros: ninguno.
» Valor de retorno: numero de puntos del contorno.

adjustContour

» Proposito: Aplicar el ajuste iterativo del contarren funcién de las fuerzas
calculadas para cada punto, ponderadas por los\pas respectivos.

e Parametros: ninguno.

» Valor de retorno: arreglo de coordenadasy, z} del contorno ajustado.
getPressureForces

* Propésito: Calcular las fuerzas internas del comt@obre cada nodo de éste.

e Pardmetros: ninguno.

» Valor de retorno: arreglo de coordenadeasy, z} del contorno ajustado.
calcGVF

* Propésito: Célculo del campo vectorial de flujovéetores de gradiente (GVF).

* Parametros: ninguno.

e Valor de retorno: ninguno.

calcGGVF

* Propésito: Calculo del campo vectorial de flujo dectores de gradiente
generalizado (GGVF).
e Pardmetros: ninguno.

e Valor de retorno: ninguno.
edgemap

» Propésito: Método para calcular el mapa de arstase la imagem(mage ).
» Parametros: ninguno.

* Valor de retorno: ninguno.
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gradient, image, direction
* Propésito: Funcidn que retorna el gradiententige en la direccion especificada
pordirection , para matrices de imagen tridimensionales.
» Pardmetros
0 image : imagen de entrada, arreglo bidimensional conrealde intensidad.
o direction : indicador de direccion para calcular la imageadgnte,
pudiendo ser 0, 1 ) o 2 {); valor por defecto: 0.
» Valor de retorno: arreglo de igual dimension y tdmgueimage , conteniendo los
valores del gradiente calculado para la direccgpeeificada.
laplacian, image
* Propésito: Funcidn que retorna el laplaciano dematiz (imagen) tridimensional.
» Pardmetros
0 image : imagen de entrada, arreglo tridimensional cooresl numéricos de
intensidad.
* Valor de retorno: arreglo de igual dimension y tem@ueimage , resultante de
aplicar sobre ésta el operador laplaciano.
setContour, X, Yy, z, polygons
» Proposito: Método para definir las coordenaxiasy z del contorno.
» Parametros:
0 X,Y,z:vectores de coordenadas que definen los punt@®a®rno.

0 polygons : lista de poligonos que asociada a los puntosatébrno.

« Valor de retorno: ninguno.
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setParams,alpha, beta, gamma, kappa, mu, iteration S,

gvf_iterations
» Proposito: Modificar valores de los atributos del&se.
» Pardmetros:
o alpha (opcional): coeficiente de elasticidad.
0 beta (opcional): coeficiente de rigidez.
0 gamma(opcional): coeficiente de viscosidad.
o kappa (opcional): factor de ponderacion del campo GVRIEG
o mu(opcional): parametro de regularizacion del detredé bordes.
0 iterations (opcional): numero de iteraciones de ajuste defcroo.
0 gvf_iterations (opcional): numero de iteraciones para calculo del
campo GVF/GGVF.

e Valor de retorno: ninguno.

getParam, paramName
* Propésito: Método para obtener el valor de un atoilde la clase.
» Pardmetros:
o paramName: nhombre del atributo cuyo valor es requerido; puedlicar a
cualquiera de los atributos susceptibles de mediiin en el método

setParams .

» Valor de retorno: valor del atributo indicado paramName.
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2.3 Clase C_slmageFilter_ActiveContours

2.3.1 Proposito
Filtro de segmentacion por contornos activos enditognsiones.

2.3.2 Herencia
Clase genérica para filtros sobre ROIs bidimensesng_simageFilter

2.3.3 Atributos
pParamStruct
* Tipo: puntero.
» Proposito: puntero a las estructuras de pardmegtresaracterizan a cada ROI.

» Valor por defecto: puntero a arreglo con la estmactlie parametros.

pValueStruct
* Tipo: puntero.
* Propésito: puntero a matrices con valores de paramealculados en cada ROI.
» Valor por defecto: puntero a arreglos con los \edate cada pardmetro calculado:
o Numero de puntos de inflexion
o Curvatura
o Perimetro

o Area

pParamApplied
* Tipo: puntero.
» Proposito: puntero que almacena los valores darmrés de la Ultima aplicacion
del filtro, con el fin de evitar repetir el procasanto de modo redundante.
» Valor por defecto: puntero a un vector de valdices
plmage

* Tipo: puntero.
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Propésito: puntero a la imagen de mascara (binpaia la cual el filtro es aplicado.
A partir de esta imagen se obtienen los contomicgles para las ROIs.

Valor por defecto: nulo.

pintimage

Tipo: puntero.

Propésito: puntero a la imagen original (intensatgdpara la cual el filtro es
aplicado. A partir de esta imagen se calculan émspos de fuerzas externas para el
ajuste de los contornos activos.

Valor por defecto: nulo.

pSegimage

Tipo: puntero.
Propésito: puntero a la imagen segmentada por cwg@&ctivos.

Valor por defecto: nulo.

2.3.4 Métodos
init
» Propésito: constructor de la clase. HeredadG d&ROIParam.
* Valor de retorno:
o 1, si el método se ejecutd correctamente y sewradnstancia de la clase;
0 -1, en caso de encontrar un error en los parame¢restrada;
o 0, en caso de producirse una excepcion en tiempegedacion.
cleanup

Propdésito: destructor de la clase. HeredadG ds&ROlIParam.
Parametros: ninguno.

Valor de retorno: ninguno.
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apply, image, selectedStackObject, timePosition,
channelPosition, zSlicePosition, clusterPosition,

segPosition, cut_x, cut_y, stack tlb
* Propésito: calcular los parametros caracteristimdge un grupo de ROIs, creando
una instancia de la clasg sActiveContour para obtener de ella los contornos
ajustados y generar una mascara binaria de segritenta
» Parametros:

0 image : imagen de mascara sobre la que se aplica la stgoian.

0 selectedStackObject . puntero aktackde imagenes sin segmentar.

o timePosition : indice de tiempo para identificar a la imagentaewlel
stack

0 channelPosition : indice de canal para identificar a la imagen edél
stack

0 zSlicePosition . indice de ubicacién en el egpara identificar a la

imagen dentro dedtack

0 clusterPosition : no aplicable; empleado por otros filtros de lamma
categoria.

0 segPosition : no aplicable; empleado por otros filtros de lasmma
categoria.

0 cut x , cuty : especifican las coordenadas de un rectanguloederte
sobre la imagen, para aplicar la segmentacion séste o bien pueden
corresponder a las dimensiones para la imagen etenpl

o stack tlb : puntero de referencia a componente de interfaicgr
(widged, que permite especificar la ubicacion de la inmagsociada a las
ROIs dentro destack

* Valor de retorno: imagen segmentada por contoroigsos.
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getlmageFilterType
» Propésito: funcion que retorna el tipo de filtrayeglo identifica en una categoria
especifica, para determinar los parametros queahade especificarse en su
aplicacion sobre una mascara.
e Pardmetros: ninguno.

e Valor de retorno:Multiple_Image_Filter_Method’
checkParamsApplied

» Proposito: funcion que compara los parametros bstuael filtro con los
especificados durante la ultima aplicacion de &teemplea por el métodpply
para determinar si es necesario recalcular looooos y campos de fuerzas para el
ajuste.

» Parametros: ninguno.

* Valor de retorno:

o 1, si se ha producido una modificacion en los patére desde la ultima
aplicacion del filtro,

o 0 en caso contrario.
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2.4 Clase C_sROIParam_ActiveContour

2.4.1 Proposito
Caracterizacion de ROIs bidimensionales a travéesieontornos activos.

2.4.2 Herencia
Clase genérica para parametros de ROIs bidimensgasROIParam.

2.4.3 Atributos
pParamStruct
* Tipo: puntero.
» Proposito: puntero a las estructuras de pardmegtresaracterizan a cada ROI.

» Valor por defecto: puntero a arreglo de la forma

pValueStruct
* Tipo: puntero.
* Propésito: puntero a las matrices de valores margdrametros calculados en cada
ROI.

e Valor por defecto: puntero a arreglos de la forma

2.4.4 Métodos
init

» Propésito: constructor de la clase. HeredadG d&ROIParam.

* Valor de retorno:
o 1, si el método se ejecutd correctamente y sewradnstancia de la clase;
0 -1, en caso de encontrar un error en los paramet¢restrada;

o 0, en caso de producirse una excepcion en tiempegedacion.
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cleanup
* Propésito: destructor de la clase. HeredadG ds&ROlIParam.
e Pardmetros: ninguno.

* Valor de retorno: ninguno.

» Propésito: calcular los parametros caracterissoise un grupo de ROIs.
* Parametros:
0 C_sROIGroupObject : clase contenedora de ROIs bidimensionales.
o stack tlb : puntero de referencia a componente de interfaicgr
(widget), que permite especificar la ubicacion @denhagen asociada a las
ROIs dentro dettack

e Valor de retorno: ninguno.
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2.5 Diagramas de Clases Implementadas

C_sActiveContour

alpha: float >0 (¥

beta: float >0 (¥

gamma: float >0

kappa: float >0

mu: float > 0

iterations: unsigned integer 20
gvf_iterations: unsigned integer >0
plmage: 2D array pointer

npts: unsigned integer

pX: (float|double) array pointer

pY: (float|double) array pointer

pU: 2D (float|double) array pointer
pV: 2D (float|double) array pointer

setParams, alpha, beta, gamma, kappa, mu, iteration
getParam, paramName: float
getXcoords: (float|double) array
getYcoords: (float|double) array
getCoords: (float/double) array

getCir3, xyRes: (float|double) array
getCurvD, xyRes: (float|double) array
getDistance, xyRes: (float|double) array
getGradients, xyRes: (float|double) array
getinflexPoints, curvArray: array
getPerimeter, xyRes: float

arcSample, points

adjustContour: {x, y: (float|double) array}
calcGVF

calcGGVF

edgeMap

gradient: 2D (float|double) array
laplacian: 2D (float|double) array
defaultContour

setContourCoords, xCoords, yCoords
cleanup

init: integer

s, gvf_iterations
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C_sActiveContour3D

alpha: float >0

beta: float 2 0 (alpha # 0 | beta #0)
gamma: float 20

kappa: float 20

mu: float > 0

iterations: unsigned integer 20
gvf_iterations: unsigned integer >0

plmage: 2D byte array pointer

npts: unsigned long integer

pX: (float|double) array pointer

pY: (float|double) array pointer

pZ: (float|double) array pointer

pPolygons: unsigned long integer array pointer
pNeighbors: unsigned long integer array pointer
pCurv: (float/double) array pointer

pU: 3D (float|double) array pointer

pV: 3D (float|double) array pointer

pW: 3D (float|double) array pointer

setParams, alpha, beta, gamma, kappa, mu, iteration s, gvf_iterations
getParam, paramName: float

getXcoords: (float|double) array

getYcoords: (float|double) array

getZcoords: (float|double) array

getCoords: (float|double) array

getPolygonList: unsigned long integer array

getCurvVect: (float|double) array

computeCurv4, x, y, z, XC, yC, zC, R

getCurv4, (float|double) array

getinflexPoints, curvArray: unsigned long integer a rray
getNpts: unsigned long integer

adjustContour: {x, y, z: (float|double) array }

getAvgNeighborNodes {x1, x2, y1, y2, z1, z2: (float |double) array }
calcGVF

calcGGVF

edgeMap

gradient: 3D (float|double) array

laplacian: 3D (float|double) array

defaultContour

setContourCoords, xCoords, yCoords, zCoords

cleanup

init: integer
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2.6 Métodos Implementados en Otras Clases

2.6.1 Clase C_sROI3DGroupObiject
* Propésito de la clase: contenedor para los modied®Ols en tres dimensiones.

* Nombre del métodaetoSurfaceModel
» Propésito del método: generar modelos de supegigigonal de las ROls, a partir
de las mascaras binarias de segmentacion (imaberasms tridimensionales).
* Parametros:
0 oObjectModel (parametro de valor): objeto contenedor de losetusdde
ROIs para su visualizacién

* Valor de retorno: modelos de superficie agregadasOdjectModel

pro C_sROI3DGroupObject::getoSurfaceModel, oObjectM odel

self->IDLgrROIGroup::getProperty, xCoord_conv = xCo ord_conv,
yCoord_conv = yCoord_conv,

zCoord_conv = zCoord_conv

rgb_tableO = bytArr(256,3)+ transpose((*self.pVolSt ate).rghbValues[0,*,*])

opacVect = self->getOpacVect('1st Volume Opacity')

for i = 0, self->count()-1 do begin
obj = (self->get(position = i))->makePixelObject InVoxel(/all)

shade_Volume, obj.obj, 0, vertices, polygons, /I ow
vertices[0,*] += (obj.minX - obj.pixelFrame)
vertices[1,*] += (obj.minY - obj.pixelFrame)

vertices[2,*] += (obj.minZ - obj.pixelFrame)

if ieq0)$

then color = [rgb_tableO[round(255./(self->count 0-1)).01,%
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rgb_tableO[round(255./(self->count

rgb_tableO[round(255./(self->count
else color = [rghb_tableO[round(255./(self->count

rgb_tableO[round(255./(self->count

rgb_tableO[round(255./(self->count

opacVal = opacVect[round(255./(self->count())*(i
00ObjectModel->add, obj_new('IDLgrPolygon',$
alpha_channel = opacVa
ambient = [0,0,0],$
data = vertices, poly
bottom = color, color
xCoord_conv = xCoord_c
yCoord_conv = yCoord_c
zCoord_conv = zCoord_c
name = strCompress('3DSurfaceMo
endfor

end

*  Nombre del métodaetoACModel .

0-1).1].%
0-1)).211%
0-1)%0),01.%
0-1%0),11.%
0-1).21]

+1))]

1/255.,$

= polygons,$

= color, shading = 1,$
onv,$

onv,$

onv,$

del:'+string(i),/rem))

* Propésito del método: generar modelos de supegigigonal de las ROIls, a partir

de las mascaras binarias de segmentacion (imagpémesas tridimensionales), y

ajustados mediante contornos activos en tres diorests

e Parametros:

0 o0ObjectModel (parametro de valor): objeto contenedor de losetozsdde

ROIs para su visualizacion

» Valor de retorno: modelos de superficie agregadasgddjectModel
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pro C_sROI3DGroupObject::getoACModel, oObjectModel,

self->IDLgrROIGroup::getProperty, xCoord_conv = xCo

stack_tlb = stack_tlb

ord_conv,

yCoord_conv = yCoord_conv,

zCoord_conv = zCoord_conv

rgb_tableO = bytArr(256,3)+ transpose((*self.pvolSt

opacVect = self->getOpacVect('1st Volume Opacity')

; define initial surfaces

nObjects = self->count()

pVertices = ptrArr(nObjects)

pPolygons = ptrArr(nObjects)

for i = 0, nObjects-1 do begin
obj = (self->get(position = i))->makePixelObject
shade_Volume, obj.obj, O, vertices, polygons, /|
vertices[0,*] += (obj.minX - obj.pixelFrame)
vertices[1,*] += (obj.minY - obj.pixelFrame)
vertices[2,*] += (obj.minZ - obj.pixelFrame)
pVertices][i] = ptr_new(vertices, /no_copy)
pPolygons[i] = ptr_new(polygons, /no_copy)

endfor

iterations = 5

oActiveContour3D = obj_new('C_sActiveContour3D',$

make_array(3, 3, 3, /flo
iterations = iterations,
alpha=1., beta=1))

for i = 0, nObjects-1 do begin

oActiveContour3D->setContour, transpose((*pVerti

transpose((*pVerti
transpose((*pVerti
*(pPolygons]i])

if iterations eq 0 then res = oActiveContour3D->
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at),$;dummy test image

$

ces[i)[0,*]),$
ces[iD[1,*]),$
ces[iD[2,*]),$

getAvgNeighborNodes()



if oActiveContour3D->adjustContour() then begin

vertices = oActiveContour3D->getCoords()
polygons = oActiveContour3D->getPolygonList()
colorVect = oActiveContour3D->getCurv4()
maxCV = max(colorVect, min = minCV)
if (maxCV gt minCV) then begin

colorVect -= minCV

colorVect /= ((maxCV - minCV) / 255.)
endif
colorVect = floor(colorVect)

if (i eq 0) then $

color = [rgb_tableO[round(255./(self->coun t()-1)),01,%
rgb_tableO[round(255./(self->coun t(0)-1)),1],%
rgb_tableO[round(255./(self->coun t()-1)),2]I1%

else color = [rgb_tableO[round(255./(self->co unt()-1)*),0],$
rgb_tableO[round(255./(self->co unt()-1)*),1],$
rgb_tableO[round(255./(self->co unt()-1)*i),2]]
opacVal = 255.

oObjectModel->add, obj_new('IDLgrPolygon’,
alpha_channel = op acVal/255.,

ambient = [0,0,0],

data = vertices, p oly = polygons,$
shading = 1,$
xCoord_conv = xCoo rd_conv,$
yCoord_conv = yCoo rd_conv,$
zCoord_conv = zCoo rd_conv,$
name = strCompress(‘3DSurfaceMod el:'+string(i),/rem),$
vert_colors = transpose(r gb_tableO[colorVect]))
endif
endfor

obj_destroy, oActiveContour3D
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for i = nObjects-1, 0, -1 do begin
ptr_free, pVerticesJi]
ptr_free, pPolygonsJi]

endfor

ptr_free, pVertices

ptr_free, pPolygons

end

2.6.2 Clase C_sROI3DObject
* Propésito de la clase: modelo de ROI en tres difoees.

* Nombre del métodaetObjectSurfaceFromPolygons
* Propésito del método: calcular el area de superfpara la ROl a partir de los
poligonos que la conforman.
» Pardmetros:
0 polygons : arreglo con la lista de poligonos.
o vertices : arreglo con las coordenadas de los vértices B®la

» Valor de retorno: area de superficie calculada [@ROI.

function C_sROI3DObject::getObjectSurfaceFromPolygo ns, polygons =

polygons, vertices = vertices

if (n_elements(realSize) gt 0) then begin

vertices[0,*] *= ((*self.pEigenSys).sizePerXYZz) [0]
vertices[1,*] *= ((*self.pEigenSys).sizePerXYZ) [1]
vertices[2,*] *= ((*self.pEigenSys).sizePerXYZ) [2]

endif

pos =0l

triPos = [0]
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repeat begin
case polygons[pos] of
3: begin
triPos = [triPos, polygons[pos+1:pos+3]]
pos+=4
endcase
4: begin
triPos = [triPos, polygons[[pos+1, pos+3, pos
polygons[[pos+1, pos+4, pos
pos+=5
endcase
else: begin
print, 'Polygon of higher order than 4'
pos += polygons[pos]
endcase
endcase

endRep until (pos ge n_elements(polygons))

triPos = triPos[1:*]

triTri = make_array(n_elements(triPos)/3, /index) *

a = sqrt((vertices[0,triPos[triTri+1]]-$
vertices[0,triPos[triTri][)*2+$
(vertices[1,triPos[triTri+1]]-$
vertices[1,triPos[triTri]])"2+$
(vertices[2,triPos][triTri+1]]-$
vertices[2,triPos][triTri]])"2)

b = sqrt((vertices[0,triPos][triTri+2]]-$
vertices[0,triPos[triTri+1]])"2+$
(vertices[1,triPos]triTri+2]]-$
vertices[1,triPos[triTri+1]])"2+$
(vertices[2,triPos][triTri+2]]-$

vertices[2,triPos[triTri+1]])"2)
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¢ = sqrt((vertices|0,triPos[triTri+2]]-$
vertices[0,triPos[triTri]])"2+$
(vertices[1,triPos][triTri+2]]-$
vertices[1,triPos[triTri]])*2+$
(vertices[2,triPos]triTri+2]]-$

vertices[2,triPos][triTri]])"2)

s = (at+b+c)/2.

a = sqrt(s*(s-a)*(s-b)*(s-c))

return, total(a)

end
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Anexo 3: Color y Opacidad en Imagenes Digitales

Este anexo resume los conceptos relativos a loelo®g tablas de color digital,

aplicados en IDL a las imagenes de microscopiaocathf

3.1 Sistemas Digitales de Color

Para su representacion digital, el color puede ceglificado usando distintos
esquemas [Gon02], utilizando en la mayoria de ko€ 3 valores para representar un
color como una posicion dentro de un espacio tedsional. IDL proporciona las mesas
de color RGB (rojo-verde-azulRedGreenBlueg), HSV HueSaturationValue, HLS
(Hue-LightnessSaturatior), y CMY (cian-magenta-amarill€€yanMagentaYellow).

Adicionalmente, laprofundidad de color estd dada por la cantidad de bits que
codifican un determinado color. Una imagen digitah bits de profundidad es capaz de
desplegar 2 colores en total; asin = 8 bits permiten desplega® 2 256 colores
(PseudoColoy, y conn = 24 se tienen? = 16.777.216 coloresT(ueColo). IDL puede
manejar 8, 16 o 24 bits.

En IDL, el espacio de color RGB es representadoocomsistema de coordenadas
rectangulares tridimensionales, cuyos ejes correpoa los colores primarios rojo, verde
y azul respectivamente, y con rango de valores2§B]. La combinacion de distintos
niveles de cada color primario determina un colwdiviidual, codificado como una
coordenadax; y, 2). El origen (0, 0, 0) corresponde al negro, yx¢teamo (255, 255, 255)
corresponde al blanco, representando una mezcdlasadel total de las intensidades de los
3 colores primarios. Los puntos en la diagonal (gual valor de intensidad para cada
color primario) representan la escala de grises. élscolor amarillo se representa por la
coordenada (255, 255, 0), o la mezcla del rojo0@P4d mas verde al 100%, etc. La figura
A3.1-1 muestra las combinaciones posibles de cala@mo posiciones dentro de un cubo

de color tridimensional para 256 colores (8 bits).
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3.2 Modelos de Color en Objetos Graficos de IDL

Los objetos para despliegue gréafico en IDL permaglicar los siguientes modelos
de color:

* Indexado: se especifica usando un indice dentrondd¢abla de busqueda(Look-up
Table LUT) o paleta de color, con 256 colores distir(féig. A3.4-1). Cada entrada de
la LUT corresponde a un color individual que coresae una tripleta de valores RGB,
gue se asocia a cada nivel de intensidad en dbobje

* RGB: se especifica usando una triada de valoresrasntde 8 o 12 bits para las
componentes RGB.

Para asociar el color a una imagen en IDL, sezatiliinstancias de la clase
IDLgrimage, que almacenan la informacioén de cada imagen odipa de dato entero sin
signo pyte, en alguna de las siguientes formas:

* Un arreglo de dos dimensiones [X, y]. El color peada pixel se tiene a partir de las
entradas dentro de una LUT especificada, o comalan en escala de grises (3.4).

e Un arreglo con dimensiones [2, X, y]. Para cadalp$e almacena de un valor de
intensidad en escala de grises [I, X, y], mas uor\de canal alfad, x, y] asociadoa
es un valor equivalente al de un canal R@B] [0, 255], que codifica la opacidad o

transparencia de cada pixel (3.5).
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* Un arreglo con dimensiones [3, X, y]. A cada pbeehsocia una tripleta de intensidades
RGB: [R, x, V], [G, X, VY], [B, X, Y].
* Un arreglo con dimensiones [4, X, y]. Cada pixelsiste de una triada RGB y un valor

de canab'” asociado ([R, X, y], [G, X, V], [B, X, YI¢e[ X, Y]).

3.3 LUT

El uso de tablas de color, o LUTs, permite resaltaacteristicas dentro de una
imagen que no se observan a simple vista con Haede grises. IDL proporciona distintas
tablas, a las que se accede especificando su n@®énadlice; este indice es un valor entero
sin signo byta entre cero y el nimero total de tablas definidasios un¥. La intensidad
cuyos valores definen una LUT es codificada enplasiciones de un vector triple RGB
(figura A3.3-1); de esta forma se puede asignarra@limagenes con un solo canal de color
o intensidades (escala de grises). La figura AaZ42stra una tabla de color aplicada para

realzar detalles en imagenes de células en cultivo.

. ., . 2 5_20Vhow | -= lmage Dimenshons (512 [x], 512 [v] ) b &1 259-313[x] | 235-280 X
Fig. A3.3-1: Coloracion mediante - - 3[,‘] 230281 [:.J

LUT. Tabla de color (LUT) & . ' ! 17N
codificando  gréaficamente : Y
posicion del vector triple RGB. L
tabla de color aplicada corresponds
a escala de grises (tabla predefini
en IDL comoBlack-White Linear
indice 0). [A]: Imagen original
[B]: Recorte de la imagen origin
con un factor de acercamiento 4
pixel sefializado tiene posici
(290, 267), y valor de intensidad
220, que codifica la posiciéon del
vector triple [R(220), G(220),
B(220)] para definir su color en la
LUT.

- SCIAN

353 [253] | 253

7 opacidad, ver seccién 3.5
18 Existen 41 LUT predefinidas por IDL, ademas dealftas personalizadas elaboradas para SCIAN [Ver05]
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Figura A3.3-2: Coloracién mediante LUT en una image digital. Imagen de 8 bitd,(x, y) O [0, 255], tomad
en el ejez con un microscopio confocal de fluorescenciay) O [0, 511] x [0, 511], ¥ = 11 en el rango [0, 5
Se muestra la coloracion aplicada mediante una &térnativa, que resalta las finas prolongaciaefdares
filopodias [A]: LUT con el indice 0, que corresponde a la tabtaigfinidaBlack-White Lineafescala de grises
lineal).[B]: LUT con el indice 13, que corresponde a la tpbdalefinidaRainbow

- SCIAN

3.4 Canales de Color en Imagenes de Microscopia Confoca

Si los canales de color almacenan la informaciélosi€olores de la imagen segun
las talas de color, la cantidad de canales definpdwa una imagen dependerardetio de
color. Por ejemplo, una imagen RGB tiene 3 canales,(x@ale y azul). Las imagenes en
escala de grises, mapas de bits y de colores iddsxtegenen un solo canal.

En la microscopia confocal una muestra celular aecancon fluoréforos, colorantes
fluorescentes que se unen a estructuras especiitaérminocanal en microscopia se

utiliza para distinguir en una misma muestra big@a las distintas longitudes de onda

1
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que excitan y emiten los diferentes fluoroforosirhagen de la muestra es capturada en un
canal de fluorescencia con valores de intensi@dgdy) (I [0, 255], asociados a la cantidad
de fluoréforo detectada en la banda de frecuermi@spondiente (Fig. A3.4-1). Al asignar
colores a cada canal de fluorescencia se consigtiagtiir uno de otro, formando tantas

imagenes como canales.

Figura A3.4-1: Imagen confocd de fluorescencia de tres células en dos canal(x, y, z c, t) = 1(512, 512,
21,2, 22)0 [0, 255].[A] Membrana celular, marcada con el fluoréforo Ri@B] Interior de la células,
marcado con calceina.

- SCIAN |

Una forma de asignar color a un canal de una imagasociandole una LUT, con
lo que es posible es posible realizar una superigosde los colores de cada canal para

visualizar caracteristicas de ambos (Fig. A3.4-2).

113



A | H |->:_Chanwel_Blend

51 Color_Table Ch_ 0

4] |
atigtch Bothon

255
L
Shistch [op

1000
4| 1
[Ganma Comection

Select Coko Table_.
bdsecih

R ko #

* Blach Gwen
43 Black-Bhe
44 - Black-vellow
A5 - Black-Cisn

46 Black-Mageria
AT e Giey-Fed

Carncel | Aacocept

A |- s_Channel_Blend

# Color Table CH 0O

L]
Firgtch Boltom
258
4
Trtretch Top
1.000
! _
Giarma Conne: o
St Cubr Tl
- Ranbow1B
39- Rainbow + white
AnN - Rainkuvws + hiack
41 - Black-Fed
A2 - Block Gioen
43- Black-Ble
44 - Black - r'eliow
45 - Black-Cian
Caawesl | sl

& |-» 5_Channel_Blend
C | [-= % |

1o b omoog By
1] 0 1] 1] 0 1]
20 o | o o ||2z20] [0
255( [0 1] 1] 255 (0

Figura A3.4-2: Representacion de imagenes que desin 2 canales de fluorescencia a través de una LUT
[A]: Imagen confocal de canal rojo, luego de aplicsa LUUT con el indice 41B(ack-Redl. [B]: Aplicacion de
una LUT con el indice 4B{ack-Green a la imagen confocal del canal verflg]: Superposicién entre un canal
rojo y un canal verde representando graficamentedabr triple RGB. Cada canal esta descrito par ludT dzl
color (Fig. 3.6). La superposicién se produce posuma de las intensidades de los vectores RGBnte
canales y debe cumplirse duiet+ I, g+ O, b+ by] < 255.
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3.5 Opacidad o Canal

La opacidad es una propiedad de transparencia que se asaadaapixel en una
imagen, y se codifica en el denominado canal affaque actta de forma independiente al
color establecido. La opacidad toma valores entemasn rango de [0,"2]; asi, si el valor
de a es maximo de la escala (para 8 bits®< 2= 255), no hay transparenciagy= 0
determina opacidad minima o transparencia totaffigtaa A3.6-1 ilustra el efecto de la

aplicacion del canat en una imagen.

& |->z_Chanpel_Blond

[EB] | = |-» = Channel_Biend

Change lmage Colors Thi)
Change_Blend Vector Chil

Charge_kmage_Colors_Chi
Change_Blend Vector Chi

25 150
|J!|':La.c:,-_|:mjd_tw o t:gigr,-_cmreu_[.m - 5
af | . | EE . ¥
Tid_Botioe_Ch] E_Bomom, Chi
x5 . »5 .
Cut_Top £hO e ren.cre :
| Mexe Color Tobles (o) Mg Color Tatues {off
r=1ro, e, 2 ,ee---. ,bsg =[0,0,0,........ ,0] F=[r,n,. ... , bsg =[0,0,0,........ ,0]
0=[h O, & ,---» Bs5 =[0,0,0,........ ,0] 0=[9 0 %,..-, g =[0,0,0,........ 0]
b=k, by, b,,...., s =[0, 1, 2,.....,255] b=[Mby, b,.....,bsg =[0, 1, 2,.....,255]
0 = [Qy, O, Oy,...., Osg] = [255, 255,...,255] 0 =0y 0...., Osg =[150, 150,...,150]

Figura A3.€-1: Ajuste de opacidad Las imagenes tienen asignada una LUT de color ¢dndice 43 qu
corresponde al coldBlack-Blue(canal azul)[A]: La imagen con el Slider Opacity_Control estable@to25
indica que no hay opacidad (transparencia tdi]).La imagen con el Slider Opacity_Control estallle@n 15
indica que tiene poca opacidad.
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Anexo 4: Scripting para Deconvolucion de Imagenes

Los métodos de segmentacion abordados en el peestolyecto se pueden
clasificar, dentro del area de procesamiento degyémeés, en la etapa llamadadlisis de
imagenes [You95]. En esta etapa se busca obtener informacdantitativa sobre
caracteristicas de interés, desde un conjunto dgenes de entrada. PrevicaaBlisis se
encuentra etratamiento de imagenes cuya finalidad es la de mejorar la calidad de las
imagenes de entrada.

Aplicado a las imagenes de microscopia confocatrathmiento de imagenes se
aboca a eliminar de éstas los efectos de distoisidboducidos por el sistema fisico de
observacion (6ptica del microscopio confocal) [VB]l0contribuyendo a que el proceso de
segmentacion (analisis de imagenes) se efectue st#ios de entrada mas fieles a la
realidad de las imagenes capturadas.

La deconvolucion es una operacion matematica de transformaciorersava la
inducida por el sistema fisico de captura, que feetea sobre las imagenes de la
microscopia confocal de fluorescencia. La distersidducida por los microscopios
confocales ha sido estudiada y modelada matemaitamen funcion de los ajustes o
parametros especificos de cada tipo de microscogies como la longitud de onda de
excitacion y emision de los fluoroforos, las dimenss de la muestra, tipo de lente y
apertura empleados, y el medio de inmersion deukestra [Kem99, Wil03]. De este modo
es posible aplicar procedimientos de deconvoluaidm conjunto de imagenes dado, si se
conoce la configuracion del sistema con que seiadn.

A continuacion se presenta el codigo fuente dedelmsscripts desarrollado en el
lenguaje TCL, para deconvolucion giecksde imagenes en un servidor de red mediante
procesamiento por lotebdtch processing El script se ejecuta en un software especifico

para realizar deconvolucién en imagenes de micpiaco

' Huygens Scripting, http://www.svi.nl
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# Script name: deconvolution.tcl

# Purpose: Huygens deconvolution script

## Info Section

# About this script

#

# This script will allow to you to perform a deconv
# the default configuration for your input image an

# using the Huygens software (www.svi.nl).

# Running this script

#

# You must have the following Huygens software (Lin
# Huygens Professional / Huygens / Huygens Scrip
# Locate the input image in your local file system

# Locate the path for this script

# In the Linux shell, change your current path to t

# Execute the command "huscript" (without the quote
# The Huygens Scripting program will load and displ

# the shell, after which a prompt will appear. Use

# the command for running this script in Huygens Sc

# (the command prompt is a '%' character).

# When the prompt appears, enter the command "sourc

# Now the scripting will be running and you must ta

# deconvolution process is performed.

## End of Info section
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## Input Parameters Section

#+

# The purpose of this section is to provide the Huy
# the information required to perform a deconvoluti
# to the input parameters specified here.

# Specify the parameters according to your original
#input variables defined here.

#-

# Input image filename.

# You must specify the complete filename of the ima
# extension (*.Ism, *.ics, etc.)

set inputimageDir {{home/shaertel/Images}

set inputimageName sampleVol.Ism

# Output (deconvolved) image filename.
set outputimageDir {{home/shaertel/Images/sampleVol

set outputimageName regVol2deconvolved

# Output image format

# Available formats: ics | ics2 | imaris | tiff | t

set outputimageFormat tiffrgh

# Maximum number of iterations for the deconvolutio

set deconvolutionlterations 140

# - - - Microscope settings - - -

set numericalAperture 1.3

set lensRefractivelndex 1.515

set mediumRefractivelndex 1.44
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# a scalar or a vector like {500.0 520.0}

set excitationWavelLength 520.0

set emissionWavelLength 520.0

# the same as previous {500.0 520.0}

set photonCount 1

# sample distances in micron/sec in x, y, z, t

set sampleDistances {50 50 50 1}

set pinholeRadius 250.0

set pinholeSpacing 2.53

# Microscope type
# Available types confocal | widefield | nipkow | 4

set microscopeType confocal

# - - - CMLE settings - - -

# Signal noise ratio

set signalToNoiseRatios (20 20 20 20)

# Background mode
# Available options: auto | manual | lowest | objec

set backgroundMode auto

# Estimated backgrounds

set estimatedBackgrounds (0 0 0 0)

# Bleaching correction
# Available options: auto | off

set bleaching off

119

Pi | generic

t| wf



# Stopping criterion

set qualityChangeThreshold 0.1

# Iteration mode
# Available options: fast | highQ

set iterationMode fast

# Padding mode

# Available options: auto | parent | padpar | fullp

set paddingMode auto

## End of Input Parameters Section
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## Execute Section
#+

# This section performs all the program calls for t

# procees, according to the parameters specified in

# You should not have to modify any part of this se

# -

# Get the input image variable name from the input

set inputimagefNameList [split $inputimagefName .]

set inputimage [lindex $inputimagefNameList 0]

# Open the input image

cd $inputimageDir

puts "<script>: Loading image: $inputimageDir/$inpu

img open $inputimageName

puts "<script>: Image loaded as $inputimage"

# Image settings

# Enable this lines to apply custom settings to the

#$inputimage setp -na $numericalApeture
#$inputimage setp -ril $lensRefractivelndex
#$inputimage setp -i $mediumRefractivelndex
#$inputimage setp -ex $excitationWavelLength
#$inputimage setp -em $emissionWaveLength
#3$inputimage setp -pcnt $photonCount
#$inputimage setp -s $sampleDistances
#$inputimage setp -pr $pinholeRadius
#$inputimage setp -ps $pinholeSpacing

#$inputimage setp -micro $microscopeType

# Check the sizes

set maxSize 200000
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set xSize [$inputimage getdims -mode X]
set ySize [$inputimage getdims -mode y]
set zSize [$inputimage getdims -mode z]
set tSize [$inputimage getdims -mode t]

set imgSize [expr ($xSize * $ySize * $zSize * $tSiz

# PSF computation
puts "computing PSF"

$inputimage genpsf -> psf

# Deconvolution process
if {$imgSize > $maxSize} then {
puts "<script>: processing the time series fram
for {set count 0} {$count < $tSize} {incr count
$inputimage getframe -> a -frame $count
puts "<script>: processing frame $count”
b del
img create b
a cmle psf -> b -bIMode off
# a cmle psf -> outputlmage -it $deconvolut
$signalToNoiseRatios -bgMode $backgroundMode -bg $e
-blIMode $bleaching -q $qualityChangeThreshold -q $i

$paddingMode

cd $outputimageDir
if {$count < 100} then {
set sframe _t0$count
}else {
set sframe _t$count
}
if {$count < 10} then {

set sframe _t00$count
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set outputimageFname $outputimageName$sfram
puts "<script>: saving deconvolved frame to
with $outputimageFormat format"
cd $outputimageDir
b save $outputimageFname\_ -type $outputima
puts "<script>: frame $count saved"
}
} else {
puts "\n<script>: Starting the deconvolution pr

method"

$inputimage cmle psf -> b -bIMode off -it $deco

sn $signalNoiseRatio

# $inputimage cmle psf -> b -it $deconvolutionl
$signalToNoiseRatios -bgMode $backgroundMode -bg $e
-blIMode $bleaching -q $qualityChangeThreshold -q $i

$paddingMode

#Save the deconvolved image
puts "\n<script>: Saving deconvolved image to $
$outputimageFormat format"
cd $outputimageDir
b save $outputimageName -type $outputimageForma
puts "<script>: Image saved"
}
puts "<script>: CMLE done"

b del

$inputimage del

puts "<script>: Process finished succesfully"”

## End of Execute Section
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Anexo 5: Publicaciones

A continuacion se presentan los trabajos publicagtosongresos y un articulo
(hasta la fecha en proceso de revision) a unataeea su mayoria del area cientifica, en
los que se muestran las aplicaciones a distintabajivss de investigaciéon de las

herramientas de software desarrolladas en el geeBeayecto.
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Active Contours Quantify Shape Transitions and Mult-Scale Organization os

Sphingomyelinase Generated Ceramide-Enriched Domasnin Lipid Monolayers

Steffen Hartel, Laura Fanani, Jorge Jara & Brungdita

Physics of Life: Dynamics of single molecules agdainics of biological networks.
Humlebaek, Denmark, 21-27 August, 2005.

ABSTRACT: Sphingomyelinases (SMases) hydrolyze theembrane constituent
sphingomyelin (SM) to phosphocholine and ceramider). Growing evidence supports
that SMase-induced SM->Cer conversion leads tofah@ation of lateral Cer-enriched
domains which drive structural reorganization pidimembranes. Previously, we provided
visual evidence in real-time for the formation aéréenriched domains in SM monolayers
through the action of the neutral Bacillus ceremnsaSe [1]. In this work [2], we apply
image processing procedures to disclose a sucoessidiscrete morphologic transitions
and lateral organization of Cer-enriched domaingt thnderlay the SMase-generated
surface topography. Our computer based analysiheureveals how these structural
parameters couple to the generation of two-dimerasielectrostatic fields, based upon the
specific orientation of the lipid dipole momentsthe Cer-enriched domains. In our quest
to improve the quantification of the morphology ©érenriched domains, we recently
adapted a segmentation procedure based on thébeguil between virtual active contours
and generalized gradient vector flow [5]. Activenttmurs lead to an improved segemtnation
and quantification of the domain morphology duetpixel-independent parameterization
which permits to sculpture subtle characteristicthe domain morphology as a result of

different initial conditions of the catalysis (Cayncentration).
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Contornos Activos y Flujo de Vectores de Gradiente&eneralizados:
Modelos Deformables para la Segmentacion y Paraméacion de Estructuras
Biologicas
Jorge Jara & Steffen Hartel
BIOMAT VI, 6° Encuentro Chileno de Biomatematic®-20 de Diciembre, 2005,

Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

En el campo de procesamiento de imagenes digitalésrentes técnicas de
segmentacion permiten identificar estructuras ded& una imagen y definirlas como
regiones de interésrggions of interest ROI). La segmentacion de estructuras
microscopicas en ROIs es indispensable para urenpmstanalisis paramétrico dentro de
diversos contextos cientificos.

Este trabajo aplica métodos para la segmentacgarametrizacion morfolégica de
estructuras bioldgicas, basada en contornos agbha@smétricos que interactian con flujos
de vectores de gradientes generalizagesdralized gradient vector floGVF) [1,2]. En
base a la parametrizacion obtenida, se determigeadb de discretizacion de las regiones,
suficiente para su representacion y analisis coagmtal. Contornos activos son modelos
matematicos que controlan la deformacion de cuavravés de una serie de parametros
intrinsecos (fuerzas internas). Estas curvas sstamjudinamicamente a caracteristicas
determinadas por los GGVF (fuerzas externas) queakellan en base a los relieves de
intensidades dentro de imagenes. Los contornogoagbarameétricos definen un funcional
de energia interna y externa que se minimiza @&srde la ecuacion de Euler-Lagrange. Se
aflade un parametro de tiempo al modelo para apaptarsolucion de minima energia por
la via iterativa.

En base a la evaluaciéon de curvatura y puntos flexidon de las curvas de
contorno, se establecié un criterio de evaluacia glefinir un nivel de discretizacion de

los contornos, relacionando el numero de puntoa pada curva con el perimetro de la
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ROI que describe. La implementacion de contorntigsacfue integrada a una aplicacion
computacional para procesamiento de imagenes, ocamidse con otras técnicas de
segmentacion, parametrizacion y reconstruccion algeins espaciales.

La técnica desarrollada fue aplicada al estudiadermacion de dominios laterales
en monocapas de lipidos observadas por epifluartescel3] y al estudio de la
condensacion de la cromatina nuclear durante latmapoptotica y necrotica de células de
cultivo (HeLa). Para ambas aplicaciones, contoractvos lograron abrir el acceso a

informaciones estructurales novedosas dentro despectivos campos de investigacion.

[1] Kass M., Witkin A., Terzopoulos D. (1988) Snakeactive contour models.
International Journal of Computer Vision 1:321-331

[2] Xu Ch., Prince J. (1998) Generalized gradiemttor flow external forces for active
contours. Signal Processing 78: 131-139

[3] Hartel S., Fanani L., Jara J., & B. Maggio. ket Contours Quantify Shape
Transitions and Multi-Scale Organization of Sphimyelinase Generated Ceramide-
Enriched Domains in Lipid Monolayers Physics of eifDynamics of single
molecules and dynamics of biological networks Hured&, Denmark, 21-27 August

2005
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Time resolved image processing routines for the sty of membrane related processes
with fluorescence microscopy
Steffen Hartel, Jorge Jara & Felipe Barros

13th International Symposium on Chromaffin Cell Bgy, January 7-12, Pucén, Chile.

ABSTRACT: Image processing routines continuouslypht® reveal new features in
biological specimen which are analyzed by opticarascopy. Beyond the quantification
of biochemical properties which depend on the msid characteristics of the fluorescent
probes themselves, more complex, structure relatfmmation can be approached by
diverse mathematical concepts. This presentatitifacius on a series of strategies which
have been developed during the last years in omeguantify morphology, texture,
topology, and colocalization of biological objeatsdigital image series. We will present
that: (i) texture sensitive descriptors identifyopfotic chromatin condensation and reveal
diverse subjacent kinetics in human cornea ep#healells (Hartel et al. 2003), (ii)
morphologic and topology dependent descriptors whn®ohingomyelinase induced lateral
Ceramide domain formation as a transient, non-dmjwitn process which suggests a new
level of signal transduction from short-range (rtm)ong-range (um) scales (Hartel et al.
2005a), (iii) time dependent cell volume and swefaelated data contribute valuable
information to the mechanisms of cell death (Castral. 2005), and (iv) local scaling
index methods not only segment heterogeneous regadninterest from the image
background (Hartel et al. 2005b), but also lead teliable quantification of colocalization
in fluorescent image pairs. We guarantee the acies$ie latter procedure through the
Online Processing Section on our web-site for Sifien Image Processing

http://www.scian.cl.
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Hartel, S. et al. (2003) Staurosporine-induced Apsig in Human Cornea Epithelial
Cells in Vitro. Cytometry, 08, 15-23.

Hartel, S. et al. (2005a) Shape transitions artttéastructuring of ceramide-enriched
domains generated by sphingomyelinase in lipid rnfey®ws. Biophysical Journal, 88,
287-304.

Hartel, S. et al. (2005b) Identification and Cl&esation of Di- and Triploid
Erythrocytes by Multi-parameter Image Analysis: AMethod for the Quantification
of Triploidization Rates in Rainbow Trout (Oncorltjius mykiss). Archivos de
Medicina Veterinaria XXXVII (2), 147-154.

Castro, J. et al. (2005) ATP steal: a novel medmarlinking Na+ with the onset of

necrotic Ca2+ overload. In press. Cell Death & &tiation
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Sphingomyelinase-induced non-equilibrium phenomenan biointerfaces
Maria Laura Fanani, Steffen Hartel, Jorge Jaran8iaggio

VI Congreso Iberoamericano de Biofisica. Madridh&f®, 24-27 Septiembre, 2006.

ABSTRACT: Sphingomyelinase (SMase) is a membransoaated enzyme that
hydrolyses Sphingomyelin (SM) to Ceramide (Cer) &iwsphocholine. The real time
visualization by epifluorescence microscopy ofatsion against air/buffer SM monolayer
shows the generation of laterally segregated @ér-domains. The morphology, dipolar
properties and lattice organization of the enzymeegated domains appear as a non-
equilibrium phenomenon with a slow relaxation pssceThe transition from fractal-like
far-from-equilibrium domain topography to compaabrphology is studied. These results
introduce a new perspective for focusing on crdissb@tween the dynamics of lateral

structure in biointerfaces and biocatalytic acyiviélevant to cell signaling events.
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Sphingomyelinase-induced non-equilibrium phenomena in biointerfaces

Maria Laura Fanani’, Steffen HéarteF, Jorge Jara®, Bruno Maggio'
1Departamento de Quimica Bioldgica - CIQUIBLC, Facultad de Ciencias Quimicas - CONICET, Univ. Nacional de Cérdoba.

2Anatomy and Development Biology Program, ICBM, Faculty of Medicine, Universidad de Chile.
Supported by: SECyT-UNC, CONICET, FONCyT , FONDECYT-Chile: 1060890
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Summary

Results Figure 3

Sphingomyelinase (SMase) s membrane. ussncmtad B that hydmlyszs
(SM) to Ceramide (Cer) ar The

microscopy of its action ugamsr air/buffer SM mnnnmm Gt g:nemmm of laterally
segregated Cer-rich domains. The morphology, dipolar properties and lattice organization of
‘the enzyme-generated domains appear as a non-equilibrium phenomenon with a slow relaxation
process. The transition from fractal-like far-from-equilibrium domain topography to compact
morphology is studied. These results introduce a new perspective for focusing on crosstalk
between the dynamics of lateral structure in bicinterfaces and biocatalytic activity relevant to
cell signaling events.

Materials and Methods

Real time hydrolysis of SM monolaye lase was visualized by epi

Wiroscopy tsing DILC, (Umal%) for o dymg i lipid phase. 10mM Tris-HCl, 125 mi Nacl, 3
mM MgCI2, pH 8, was used as subphase and the reaction fook place at 25°C and a surface.
pressure of 7 mN/m in a zero order trough (Kibron 1 Trough S, Helsinki, Finland) (Fig. 1a).
Since the product Cer has a molecular area smaller than SM (Fig 1b), the reaction course can
be followed as total area reduction af constant surface pressure after SMase injection in the
subphase. As the reaction reaches pseudo zero-order regime, SMase action was quenched by
an injection of EDTA in the subphase (final concentration 12mM) (Fig 3b). All images was 175 x
225 um real size. Surface topography analysis was performed using Tterative mage Analysis
developed through IDL (LT, wwwttvis.com/idl/, CO, USA).

SM ., Cer + phosphocholine

M . domains show increase of condensed phase proportions after
enzyme activity halting, denoting enrichment in SM content.
Fig 3 shows changes after EDTA injection (SMase stop) in SM/Cer monolayer
topology. An increase in phase fraction is observed and
quantitatively confirmed by Tmage Analysis (Fig 4a shows the fraction of
renainng S-emched, flu, phase, Decrease of flud. phase follons an
exponential decay with half lifetime of 4.2 m
Affer activity halting, the total Cer content remains constant. Tn these
conditions the increase in condensed phase fraction can only be explained as an
increased partitioning of SM into the Cer-enriched domains.

e proportion of Cer in the condensed phase can be calculated assuming that
e phass can ol accept cbout 2 mle % o Cer it the remaining Cer in
the condensed p
Fig 4b shows the percentage of condensed phase as a function of fotal Cer mol
Fraction in both, SMase generated conditions (open circles and solid line) and
\-Cer premixed conditions (gray circles and gray line).

Figure 4

Insert shows the calculated Cer mole
fraction in the condensed phase in each
condition. The enzymatically- generated
condensed domains shows o _higher
content of Cer than the SM/Cer
premixed condensed domains. Fig. 4c
shows the exponential decay (half
lifetime 4.4 min) of condensed domain
Cer content after SMase halt with
EDTA.

ot condensed phase area (%)

Active contour models improve border parameterization of under-and. oversampled Cer enriched domains

A threshold based segmentation of lipid domains only provides a gross estimation of the undersampled domain border (Fig 5a1) whereas active
contours successively sculpture the original domain shape through the variation of intrinsic active contour parameters (Fig 502). We use a
modified version of an active contour model originally described in Xu & Prince (1998). The plot shows the variation of domain border curvatures in
dependence of one intrinsic contour paramefer (f = frequency of inferpolation points in number per pixel). The insets visualize how the
domin borders nprove with increasng f. For this experinent, f = 39 was considered to represent the border rajectary

Introduction

SMase action on SM monolayers produce laterally segated domains

In previous works we described the spontaneousrgtoe of laterally segregated Cer-
enriched domains after the enzymatic breakdown\db$ B. cereusSMase (Fanani et al
2002, Hértel et al 2005). Several morphologic tiiorss of the condensed phase domain:
oceur with changes of the kinetic regime. The lomgge structure is also affected by the!
enzymatic SM.Cer breakdown. Hexagonal lattice structuring is @il when the
enzymatic reaction reaches the pseudo zero-ordgmee These phenomena can be
explained by dipolar domain repulsion and eledtelt effect.

SMase-generated surface topography differs of SMigemixed films

At the same lipid composition, SM/Cer premixed mayers show higher proportion of
rea in with SMiCer

(Fig. 2alb, Fanani et al 2002). Premixed monolapss show more relaxed condensed-

liquid crystalline phase boundary (Fig 2c), andrfax more heterogeneous lattice (Hartel

et al. 2005). These differences can only be empthion the basis of a far-from-

equilibrium situation for the monolayer generatgdsase.

UG, doplood surtaoo aa %]

of
w.m sufficient detail (95 % of the saturation value). For Fig. 5b, f = considered to yield the best results for domain border segmentation
parameterization (perimeter curvature and number of saddle pomts)

SMase-generated domains shoirs morphalegical relaiation (fractal Iike to compact) after ensymatic hatt

As can be seen in Fig. 3, fractal like highly curved structures relax to almost circular structures after 112 min. Although the average number of
el ki e i Tk el s e Y HG T F i e o e o o A T o
histogram of number of saddle point per domain at two fimes of the relaxation evolution (Fig 6b). This clearly shows that immediatly affer SMase
ost donlns pesent 6 sadde poin e affer 112 mi most o e crcua; Coman borcer chratlorty i coetlated o peeters/are
(Fig. 7a). The average circularity shows high dispersion. Nevertheless an quick exponential decay can be seen with a half lifefime of 1 min. This
parameter appears 1o be highly sensitive to morphology change and start a sequence of femporal events as: Decrease in circularity (t = 1 min) ~
B i s P Ch e B [ 1 £ e e
frequency: time relaxation induce shift of circularity peak fo lowers values.

Figure 5 Figure 6 Figure 7

b ot st s v C e
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A third phase is present as a wetting layer at the . Figure 8
domain boundary “and could explain a. surfactant-
indiuced slow relaxation dynamic:

Enzimatically-generated, far-from-equilibrium domains shows a third
phase at the domain boundary, where DII-C; probe show an
intermediate solubility (red phase, Fig 8a), that narrows with time.
Thi “intermediate” phae represents o high proportin of the total R
domain area at short times SMase_halting and decays

S et 1 it e e T s o 3 i (5 1)
Previous efues were inade I more sinple for-equllrian, fwo.

Simulation led fo the proposal that a wetting layer by a third phase.
present at the nanoscale domain boundary could act as surfactant
slowing down the equilibration dynamic. In this work the presence of
a “wetting layer" on the microscale range fopography, studied by
epifluorescence, supports the idea of a surfactant-induced low
relaxation dynamic.
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Morfogénesis Asimétrica del Organo Parapineal de ReCebra
Steffen Hartel, Carmen Lemus, Jorge Jara y Miguel ©ncha
Premio Nikon-Ivens a la Mejor Imagen en Biologia Celar

Sociedad de Biologia Celular de Chile, XX Reunionrual, 8-12 Octubre 2006

Pucon, Chile
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Summary

We appliedin vivo confocal microscopy of GFP-transgenic zebrafigipéur left) in
combination with 3D image analyses to study themamsgtric morphogenesis of the
diencephalic parapineal organ (red square) on aastgdlular, cellular, and sub-cellular
level. The image shows the entire pineal complegdg fluoresence) and emphasizes the
emerging diencephalic parapineal organ by colodedanathematical surface models.

Morphology of the segmented parapineal cells imeef by an active surface model
which iteratively adjusts the surface mesh towdhgsprecise morphology of the cellular
structures. This procedure is essential for a peeecnathematical morpho-topological
analysis, mostly because of the adversarial diifsadimited resolution in the z-dimension
of confocal image stacks. 3D Morphology and topglog the reconstructed cellular and
supra-cellular structures during morphogenesis wvepmntified by principal axis
transformations (grey axis) and 3D moment invagant

The image series focuses on the asymmetric migratiod formation of the
parapineal organ between 26 — 38 h post fertibpatThe combination of biological and
mathematical tools highlights diverse hidden aspduating this process that could not have
been detected otherwise. For example a rapid tramdgietween predominantly parallel cell
orientations towards predominantly perpendiculaierdgations, a phenomenon which
requires a precise control of cell shape and pgldti, 2]. The orientational transition is
followed by a phase of polarized cell motility (fioation of blebs and filopodia).

The combination of biological and mathematical apphes becomes essential to

access morphogenetic mechanisms which control agyirand migration.

1 S. Hartel, C.G. Lemus, J. Jara, M.E. Cabrejos, Koncha. Analisis de la morfogénesis

asimétrica del 6rgano parapineal de pez cebraesmtveles de organizacion. XX Reunion

anual, Sociedad de Biologia Celular de Chile, PuCdrle, 8-12 de Octubre, 2006.
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2 S. Hartel, J. Jara, C.G. Lemus, M.L. Concha 3Drp¥lo-Topological Analysis of
Asymmetric Neuronal Morphogenesis in Developing raébh. CompIMAGE
Computational Modelling of Objects Represented rnmages, 20-21 October, Coimbra,

Portugal.
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3D Morpho-Topological Analysis of Asymmetric Neuroral Morphogenesis in
Developing Zebrafish
S. Hartel, J. Jara, C.G. Lemus, M.L. Concha
Computational Modelling of Objects representediagdges (CompIMAGE). Coimbra,

Portugal, 20-21 October, 2006.

ABSTRACT: We applied in vivo confocal microscopy GfFP-transgenic zebrafish in
combination with 3D image analyses to study themsmsgtric morphogenesis of the
diencephalic parapineal organ on a supra-cellutaljular, and sub-cellular level.
Following a rough manual segmentation of the rehpeeegions of interest (ROIs), the
morphology of generated surface meshes was refiyedn active surface model which
iteratively adjusts the mesh towards the morpholedythe cellular structures. This
procedure is essential for a precise morpho-topodbgnalysis, mostly because of the
adversarial diffraction limited resolution in thedimension of confocal image stacks. 3D
Morphology and topology of the reconstructed callidnd supra-cellular structures during
morphogenesis was quantified by principal axissfammations and 3D moment invariants.
Our data indicates that migration of the parapinegan is accompanied by a rapid
transition between predominantly parallel cell otagions towards predominantly
perpendicular orientations, a phenome-non whichiireg a precise control of cell shape
and polarity. The orientational transition is folled by a phase of polarized cell motility in
which membrane protrusions in the form of blebs &lmpodia become oriented in the
direction of the asymmetric migration. The morpbpdlogical descriptors unvell
information that is not perceptible for a direcswal analysis of the microscopical data sets.
This approach becomes es-sential to access monmpetogenechanisms which control

asymmetry and migration.
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1 INTRODUCTION

1.1  Left-right asymmetry in the zebrafish brain

Despite our increasing understanding of the meshasithat control left-right asymmetry
in the heart, little is known of the morphogenetiechanisms that establish lateralized
circuitry in the vertebrate brain. In recent years have studied the mechanisms that
control the asymmetric development of neuronal eiunlthe zebrafish brain (Concha et al.
2000/2003; Concha 2004). Development of brain asginymis preceded by left-sided
expression of a number of genes, and is charaetehby the allocation of a single midline
nucleus on the left side (the parapineal orgarg,@nleft-right differences in the pattern of
neuronal differentiation within a paired nucleushe(t habenulae). Asymmetric
morphogenesis of the parapineal organ is a keytea®nt induces further asymmetric
morphogenesis, and involves the migration of pawegdi precursors from their place of
origin at the midline towards the left side of thin (Concha et al. 2003; Gamse et al.
2005). To understand the morphogenetic mechanissponsible of this phenomenon, we
have recently initiated a 3D morphological and togical description of the cell behaviors
underlying the asymmetric positioning of the panagi organ.

1.2  Morpho-topological analysis of the parapinegbmc

Image processing routines have become indispendabléhe reliable detection and
quantification of light-microscopic data. Sophistied algorithms not only restore optical
information on the level of data acquisition (se8 Below), they become increasingly
important for the characterization and quantifieatof morpho-topological information in
biological structures. In the past, we have dewsdopliverse approaches to access
biochemical and structure related information @Delevel (e.g. Carrer et al. 2003; Hartel
et al. 2003/2005a/b; Alvarez et al. 2005). In #ositribution we continue our approach to
reveal biologically relevant information on a 3Dvéé As shown recently, regulation of
cellular volume and morphology can be monitorechvgteat precision in cultured HelLa

cells (Castro et al. 2006). In order to derive nhorpopological information from the
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parapineal cells and the parapineal organ durirg dsymmetric morphogenesis in
zebrafish embryos, we present an approach basedrarnple axis transformation and the
calculation of rotation, translation, and scaleaim@&nt moments. This method has recently
been suggested for morphometry of cortical sulci Mdgngin et al. (2004). For 3D
presentation of cell surfaces and calculation ofase related parameters, we adopt an
active surface model introduced by Ahlberg (19983dal on the formulation from Kass et
al. (1988). Analytical characterizations are pearfed on different scales of cellular
organization: a supra-cellular scale (pineal andagaeal organ), a cellular scale
(parapineal cells), and a sub-cellular scale (béetakfilopodia).

2 MATERIAL & METHODS

2.1  Manipulation of GFP-transgenic zebrafish

Transgenic zebrafish expressing green fluoresaeteip (GFP) in the dorsal diencephalon
were generated previously (Concha et al. 2003), ket under standard laboratory
conditions in the Fish Facility of the Faculty ofelicine, Universidad de Chile. Embryos
between 24 and 38 hours post-fertilisation were ualy dechorionated, anesthetized with
Tricaine (3-amino benzoic acid ethy lester, Sigma)d mounted in a custom-made
chamber in 1% agarose dissolved in embryo mediuom¢la et al. 2003). After the end of
the experiment, embryos were removed from the clearahd sacrificed with a Tricaine
overdose.

2.2 Acquisition of confocal microscopic images

The morphogenesis of the parapineal organ in livBfgP-transgenic zebrafish embryos
was followed by confocal epifluorescence microscdpgica TCS SP) under controlled
temperature conditions (28°C). 3D Image stackgnisity 11 [0, 255], were captured with
a 63x (NA 0.9) water-immersion objective, excitafemission at 488/505-560 nm, with
typical xyz stack [512512x70 voxels] and voxel [0.12®0.116x0.5 um/voxel] dimensions.
The selected vertical sampling distances guarantekmble volume determinations and

shape analysis.
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2.3  Deconvolution and image analysis

Huygens Scripting (Scientific Volume Imaging BV, wasvi.vl, Hilversum, Netherlands),
using a Maximum Likelihood Estimator (MLE) algonthwas used to deconvolve 3D
confocal data in order to reveal hidden detailshef biological structures and to improve
the signal to noise ratio significantly. All furthienage processing routines for visualization
and morpho-topological analysis were written in dafboratory, using Interactive Data
Language (IDL, ITT, www.ittvis.com/idl/, CO, USA).

2.4  Cell segmentation and surface reconstruction

A first approximation of ROIs including sub-cellulatructures (blebs or filopodia) and
parapineal cells was obtained manually by drawibga contours into the xy-frames of
the deconvolved image stacks, using an Interad®ige Display (Cintig-15X, Wacom).
Binary masks of the ROl were generated with a ecusttade macro written for the public
domain image analysis software Image-SXM (http:Mwliv.ac.uk/~sdb/imageSXM). The
definition of cellular contours in 3D was improve@ynificantly by the application of a
modified version of an active surface model that veaiginally presented by Ahlberg
(1996) expanding the 2D active contour model dgyesdioby Kass et al. (1988). The active
surface model parameterizes internal forces likast®lity @) or rigidity (B), which
counteract line tension or curvature and mimidnsic physical properties of a deformable
surface.

Following Xu & Prince (1998), surface tension anvature are induced by external force
fields, which are derived from the intensity gradgeand laplacians of the image data by an
iterative algorithm. The external forces are partammed by so-called Generalized
Gradient Vector Flows (GGVF) and consist of 3D wedields, which attract surface points
towards the object borders. Force balance betwdemal and external forces is solved by
the Euler-Lagrange condition for the minimizatioh @an energy functional E for a

parametric surface C(s) = [x(s), y(s), z(s)[] §0,1].
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E :j0.5 Eﬂa\g(s)\z + ,G\g'(s)‘z] +E,(C(s))ds [1]

For the cellular structures presented in this warkinitial surface mesh is derived from the
manually approximated ROI contours.

Precise assimilation of the active surface meshatds/ the morphology of the cellular
structures was supervised interactively by settivegappropriate parameter combination to
the following coefficientsu, B, viscosity {), external force (k) and iterations (t).

2.5  Calculation of surface curvature

Surface curvaturexj was calculated for each mesh node in respecttstoadjacent
neighbours. For this purpose spheres with radies<{f) were fitted to each node and 3 of
its neighbours. For nodes with more than 3 neightyowe calculatec for all possible 3
neighbour combinations and derived a mean value. for

2.6 Invariant moments

Eigen vectors_( 3 and Eigen values , 3 of segmented objects were calculated on three
levels of spatial organization: (i) on the sub-akai level (blebs and filopodid] = 1-3
um), (ii) on the cellular level (individual parapadecells,[] = 5-15um), and (iii) on the
supra-cellular level (parapineal orgdn, = 20-100um). Eigen vectors and values were
derived from the inertia tensor T (or covariancdrirpby Householder reduction and the
QL method (based on the routine tgli described l®s®et al. 1992). T is required in order
to determine the rotation of a rigid body around dentre of mass. In analogy to
mechanical physics, the segmented structures wamsidered to have a uniform mass
distribution p(x,y,z) = 1 in each segmented voxel. The Eigen esaland vectors were
ordered in respect to the size)dgfwhich directly represents the rotational inemiaespect
to each axis ei. The Eigen systems=HM[81, A.[6, Aslé;] were used to access object
morphologies (morphometry), spatial orientationwssEn objects of the same level of
organization (Fig. 1), and spatial organizationnegetn the different levels of organization

(Fig. 2). In addition, segmented parapineal cekseantransformed into their corresponding
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Eigen system$(x,y,z)- p(X’,y’,2’) and aligned in box pattern in order teprove the

visual perception of more subtle geometric features

Object morphometry was parameterized by translatiootation-, and scale-invariant
descriptors |’ invariant moments of order ijk), which were cafteld according to

Castleman (1996):

ty = [ [ [0e=%) (y=9)' (2-2)" p(x',y,2)dxdy dz [2]

——————

,u'ijk = My //'Iooo((i+j+k)/3)+1 [3]

3 RESULTS

Fig. 1 shows a temporal series of 3D reconstrustion which the topological
reorganization of the parapineal organ is depietesupra-cellular and cellular levels. The
initial phase of asymmetric migration is revealsdaagradual movement of the parapineal
organ to the left in respect to the mayor symmaiig of the entire pineal complex. This
phenomenon is accompanied by oscillations in thentation of the 1st principal axis of
the parapineal organ and by changes in the orientaif the 1st principal axes of
individual parapineal cells: at early stages ppatiaxes show a predominantly parallel
alignment, which is gradually lost during morphogsis.

Fig. 2 shows a quantitative analysis of the temip@@rganization of the alignments of the
1st principal axes of the parapineal cells in resp@each other (red circles) and in respect
to the 1st principal axes of the entire parapimeghn (white squares), which accompanies
the asymmetric cell migration described in Fig. Both parameters indicate a
reorganization of a predominantly parallel axegratient (26-28 h post-fertilization)
towards a predominantly perpendicular alignment382h), undergoing an intermediate
phase of random distribution (30 h). The transiti@tween the parallel alignment toward
the predominantly perpendicular orientation betwgsnprincipal axes of individual cells

and the axis of the entire parapineal organ oowittsn a time span of 2-4 h.
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Further information about the process of reorgamnaduring the orientational transition
presented in Fig. 2 was obtained by a more detalelysis of the distribution of the
angles between the 1st principal axes of indivichedapineal cells. Fig. 3 connects the
spatial allocation within the 3D reconstructionghathe parameter distribution of a sample
population that enters the phase of orientaticaalsition (28 h).

As can be observed, cells with a predominantly Idraxes alignment form the left wing
of the parapineal organ (green), while cells thateme from the parallel alignment
constitute the right wing of the organ (red). Iléidn, cells with an intermediate degree of
alignment are located close to the centre (yellow).

On a final level of 3D topological analysis, we lgsad the distribution of sub-cellular
structures (membrane protrusions) within cellshef parapineal organ. Fig. 4 visualizes the
sub-cellular structures for a wild type and a mutambryo and shows the spatial
distribution of membrane protrusions in the formbtébs (red) and filopodia (yellow). In
the wild type, parapineal membrane protrusions shopolarised behaviour during the
asymmetric morphogenesis as they concentrate otethside to which the parapineal
organ migrates. In constrast to the wild type, qugibn polarisation is lost in a mutant
embryo that is characterized by an impaired paegdimigration.

4 DISCUSSION

Principal axes transformation and invariant moméatge been introduced a few decades
ago for the characterisation and recognition ofgpatin 2D images by Hu (1962), and for
the analysis of 3D data sets by Lo & Don (1989)e Thethod presents a standard
mathematical tool that is applied in a wide ranfidisciplines including statistics, quantum
mechanics, or classical mechanics. In biologicall anedical science however, the
application of this attractive tool is rather sgars

Recently, 3D invariant moments have been repodgutdvide good discriminatory power
to identify handedness- and sex-correlated shafibe cortical sulci in brain morphometry

(Mangin et al. 2004). The general low acceptancenadriant moments in biological and
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medical science might be caused by the slightlytrabis formalism (see [2,3]).
Nevertheless, the invariants up to the power ofaeha direct physical relevance: they
define the principal rotational axis of a solid patf homogeneous or heterogeneous mass
distribution p(x,y,z) = 1 orp(x,y,z) = f (X,y,2)).

The calculated Eigen system E %[, M€, Asl€;] directly presents the rotational
symmetry axes (g; axes where the angular momentum is un-changeessian external
torque is applied) in combination with its respeetrotational inertia»3). Length and
orientation of projected axes.ifgi) therefore represent and quantify an essentsalal/
characteristic of a solid body or cellular sur-fdsee Fig. 1-3): the longest principal axis
(M[81) generally aligns with the elongated axis of dutat body.

Principal axes become explicitly powerful whenaotees to characterize the orientation of
individual cells which form a complex supra-celluldructure. In case of the developing
parapineal organ, an ag-glomeration of 15-20 aalisady makes it difficult to visually
explore the orientation of each individual cell §sBig. 1-3). Therefore the morpho-
topological descriptors unveil information thanist perceptible for a direct visual analysis
of the microscopical data sets. For example, #@westtion of the orientational organisation
within the parapineal organ could not be perceivisdially without the projection of the
principal axes (Fig. 1).

The rapid access to statistical properties of ttes aomponents on a cellular and a supra-
cellular level permitted to determine the tempondérval for the orthogonal transition in
parapineal cell organisation (Fig. 2). Finally, theeck projection of colour coded parameter
intervals revealed a supra-cellular pattern ingigeparapineal organ (Fig. 3). Altogether,
the analysis allowed us to detect a morphogenstimenetry prior to the lateral migration
of the organ (compare 28 h and 30 h in Fig. 1 with 3). The detected internal cellular
pattern directly leads to the question of the ulytley biological mechanisms.

In conclusion, a relatively simple mathematicallgsia unveils new biological questions in

respect to the first phenomena of asymmetry dupagapineal morphogenesis. We are
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presently expanding the analysis in all levels mfanization and include mutant zebrafish
embryos (Fig. 4) to address the biological implmabf the observed phenomena.
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Figure 1. Topological reorganization of the parepinorgar
during asymmetric morphogenesis. [a] Scheme shdwes t
transparent head of a developing fish embryo and th
fluorescence of the GFP-transgenic pineal complmeef).
The parapineal organ is located at the anteriortraod of this
complex. [b-g] Pineal complex (green) and coloutlexb active
surface models of individual cells of the parapiregan at 26,
28, 30, 32, 34, and 38 hours post-fertilisation.ftdright
symmetry axes of the pineal complex are shown biyedp
vertical lines. Thick and thin grey lines depicingipal axes of
the entire parapineal organ and of individual retarted
cells, respectively. Abbreviations: anterior (Apsperior (P),
left (L), right (R). Scale bar = 20um.
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Figure 2. Principal axes alignment during parapil
morphogenesis. [Left] Alignment between théptincipal axis
of individual parapineal cells (red circles) is quamed to the
alignment between the'Principal axis of the individual cells
with the F' principal axis of the entire parapineal organ ehi
squares). The parameter ‘principal axis alignmeagresents
the mean values calculated from the respective langu
distributions in three independent experiments. iMgalues
were connected byp-spline curves. Error bars represent
standard deviations. [Centre-Right] Representattteface
reconstructions of the parapineal organ based oativeac
contours in combination with the respectiveptincipal axis of
individual parapineal cells (red lines) and of tleatire
parapineal organ (grey lines) at 26, 30, and 34rshquost-
fertilisation. The reconstructions open a diresual access to
the data presented in the plot. The data reve#danaition of
the organization of parapineal cells from a predamtly
parallel orientation towards predominantly perpentdir
arientation.

frequency

30 3 40 45 50 55 60 65
principal axis alignment (9

Figure 3. /symmetric distribution of the axial alignment

parapineal cells during morphogenesis. The histogrkots the
frequency distribution of the parameter ‘inter okl

alignment of the % principal axis (¢ for a representative
parapineal cell population at 28 h post fertilisati Three
intervals of the angular alignment were colour @bdecording
to the predominant orientation: parallel (greengjndom
(yellow), and perpendicular (red) (see Fig. 2). dCo$ were
projected to the surface of the corresponding paeapcells.
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Figure 4. Spatial distribution of s-cellular structures withil
the parapineal organ of wild type (left) and mutdright)
zebrafish embryos. As can be observed in the ugier
reconstructions, membrane protrusions in the fofblebs
(red), and filopodia (yellow) are oriented in theedtion of the
asymmetric migration toward the left side of theldwiype
pineal complex. In contrast, blebs and filopodiae ar
symmetrically ciented in the mutant. Scale bar = 20
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h manual segmentation of the respectiv gi
fined by an active surface model which iteratively adjus o rds tt
Anatomy & Developmental = 5 . e This procedure is ntial for cise morpho-topological analysis, mc
Bi / Program e r s focal image stacks. 3
Faculty of dicine - - o - struc ular and supra-cellular structures during morpl nesis quantified by principal ax
Uni dad de Chile

Santiago ation of the parapineal organ is accompanied by a rapid transition between predominantly

parallel e rds predominantly perpendicular orientati a phenomenon which requires a preci
control of cell shape and polarity. The orientational transition is followed by a phase of polarized cell motility in which
membrane protrusions in the form of blebs and filopodia become oriented in the direction of the asymmetric migrati

morpho-topological descriptors unveil information that is not perceptible for a direct visual analy
microscopical data This approach becomes essential to a
asymmetry and migration.

The morphogenesis of
pineal of trans-
embry

t protein (GFP) in
the dofsal diencephalon [1]
is ob d by confocal mi-
croscopy in  three oise ratio of the 3D
sions and gnificantly by
Yo

- N mum-Likeliho
38 hours fv

jlisation are, I The definition of cellular contours of the parapineal

organ in 3D was improved ificantly by the application

of a modifi on of an active surface model [2,3]. Tl

model par s internal surface forces like elasticity
or rigidity (B) h with

elds _[4] that attract surface points towards the cellular

plasma membr:

his

i s and value:

object: calculated on three levels of
spatial organization: (i) on the sub-cellular level
(blebs and filopodia, 0 = 1-3 pm, see VIII), (i)
on the cellular level (individual parapineal cells,
o 5-15 um, see thin grey axes above and
VII), and (iii) on the supra-cellular level
(parapineal organ, 0 = 20-100 pum, see thick
grey axes above and V-VI). The Eigen systems
used to access object morphology
lation-, rotation-, and scale-invariant
ptors [5,6]), spatial orientation between
Hmet objects of the same level of organization (V-VII)
and spatial organization between the different

levels of organization (V-VI).

Wild Type Mutant

VI.  Principal axes alignment during parapineal morphogenesis of wild type (left) and
mutant (right) zebrafish embryos. Alignment between the 15t principal axis of individual
parapineal cells (red circles) is compared to the alignment between the 15t principal axis
of the individual cells with the 1% principal axis of the entire parapineal organs (white
squares). The parameter ‘principal axis alignment’ represents the mean values
calculated from the respective angular distributions in three independent experiments.
Mean values were connected by B-spline curves. Error bars represent standard
deviations. Representative surface reconstructions of the parapineal organ based on
active contours in combination with the respective 1%t principal axis of individual
parapineal cells and of the entire parapineal organ at 26/30/34 hours (wild type) and
26/32/38 hours (mutant) post-fertilisation open a direct visual access to the data
presented in the plots. The data reveals a transition of the organization of parapineal
cells from a predominantly parallel orientation towards predominantly perpendicular
orientation.

A Topological reorganization of the
parapineal organ during asymmetric
morphogenesis. [a] Scheme shows the
transparent head of a developing fish
embryo and the fluorescence of the
pineal complex. The parapineal organ
is located at the anterior-most end of
this complex. [b-g] Pineal complex VII. Asymmetric distribution of the axial alignment VIII. Spatial distribution of  sub-cellular
(green) 'and color-coded, active surface of parapineal cells during morphogenesis. The structures within the parapineal organ of wild
models of individual lls of the histogram plots the frequency distribution of the type (left) and mutant (right) zebrafish
parapineal. organ at 26, 28, 30, 32, s parameter ‘inter cellular alignment of the 1st embryos. As can be observed in the upper 3D
34, and 38 hours post-fertilisation. principal axis’ for a representative parapineal cell reconstructions, membrane protrusions in the
Left-right symmetry axes of the pineal population at 28 h post fertilisation. Three intervals form of blebs (red), and filopodia (yellow) are
complex are shown by dotted, vertical of the angular alignment were colour coded oriented in the direction of the asymmetric
lines. Thick and. thin grey lines depict B according to the predominant orientation: parallel migration toward the left side of the wild type
principal axes of the entire parapineal " "" " | | | (green), random (yellow), and perpendicular (red) pineal complex. In contrast, blebs and filopodia
organ and of individual reconstructed o (see VI). Colours were projected to the surface of are symmetrically oriented in the mutant. Scale
cells, respectively. Abbreviation 30 35 4 45 50 55 60 65 the corresponding parapineal cells. bar = 20um.

anterior (A), posteriar (P), left. (L), principal axis alignment ()

right (R). Scale bar = 20pm.
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ABSTRACT: Changes of the initial composition angdgraphy of mixed monolayers of
Sphingomyelin and Ceramide modulate the degradatadn Sphingomyelin by

Sphingomyelinase. The presence of initial laterahge boundary due to coexisting
condensed and expanded phase domains favors tbetglytic steps of the reaction. The
amount and quality of the domain lateral interfadefined by the type of boundary
undulation, appears as a modulatory supramoleadde which regulates the catalytic
efficiency of the enzyme. The long range domaitidatstructuring is determined by the

Sphingomyelinase activity.

Keywords: Phospholipid monolayers; SphingomyelinaBeifluorescence microscopy;

Sphingomyelin; Ceramide; phase coexistence; ldyesafregated domains.
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