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RESUMEN

En la ultima década, el procesamiento de imagenes ha llegado a ser una herramienta
imponderable para diversas dreas de investigacion. Gracias a los avances tecnologicos de
los microscopios, capacidades computacionales y sofisticadas rutinas de procesamiento de
imagenes, investigadores en el area de la biologia celular empezaron a visualizar y analizar
la morfologia de diferentes estructuras celulares en tres dimensiones. Un método
multidimensional es la microscopia confocal de fluorescencia (Laser Scanning Microscopy,
LSM). LSM complementa otras técnicas como la microscopia Optica convencional o la
microscopia electronica por su capacidad de monitorear la intensidad (I) de fotones dentro
de una muestra en tres dimensiones I(X.,y,z). Aplicando técnicas de fluorescencia, las
intensidades se pueden medir en diferentes bandas o canales (c) del espectro visible,
monitoreando el comportamiento celular en un determinado tiempo (t) en multiples colores.
El presente trabajo implementd algoritmos para reconstruir, visualizar y parametrizar
estructuras biologicas, convirtiendo datos I(x,y,z,c,t) en objetos graficos en el entorno del
lenguaje computacional cientifico IDL® (Interactive Data Language). Los objetos graficos
fueron disenados con gran flexibilidad para la seleccion de diferentes escalas de color y
diferentes grados de opacidad para brindar la mejor resolucion visual en el proceso del
modelamiento tridimensional. Se realizaron calibraciones para optimizar la frecuencia del
muestreo en xyz con el propodsito de establecer condiciones ideales para el analisis de la
morfologia y del volumen celular en diferentes condiciones experimentales.

Las primeras aplicaciones de las técnicas desarrolladas permitieron visualizaciones de
diferentes estructuras celulares como filopodias, perturbaciones de la membrana o
tunneling nanotubes en el margen de la resolucion tedrica de la microscopia confocal.
Ademas, la regulacion del volumen celular fue monitoreada por primera vez a nivel de
c€lulas tnicas durante la muerte inducida (apoptosis y necrosis). Diversos resultados de

este trabajo fueron presentados en congresos nacionales e internacionales.



SUMMARY

In the last decade, the image processing has becomed to be an imponderable tool for
diverse areas of investigation. Thanks to the technological advances of the microscopes,
computational capacities, and sophisticated routines of image processing, investigators in
the area of cellular biology began to visualize and to analyze the morphology of different
cellular structures in three dimensions. A multidimensional method is the confocal
fluorescence microscopy (Laser Scanning Microscopy, LSM). LSM complements other
techniques like the conventional optical microscopy or the electronic microscopy for their
capacity to monitor the intensity (i) of photons within a sample in three dimensions I(x,y,z).
By applying the fluorescence technique, intensities can be measured in different bands or
channels (c) from the visible spectrum, monitoring the cellular behavior in a certain time (t)
in multiple colors. This work implemented algorithms to reconstruct, visualize and
parameter biological structures, converting data I(x,y,z,c,t) into graphical objects in the
environment of the scientific computer language IDL" (Interactive Data Language). The
graphical objects were designed with great flexibility for the selection of different color
scales and opacity degrees to offer the best visual resolution in the process of the three-
dimensional modeling. Calibrations were made to optimize the frequency of the sampling
in xyz in order to establish ideal conditions for the analysis of the morphology and the
cellular volume in different experimental conditions.

The first applications of the developed techniques allowed visualizations of different
cellular structures like filopodias, disturbances of the membrane or tunneling nanotubes in
the margin of the theoretical resolution of confocal microscopy. In addition, the regulation
of the cellular volume was monitored for the first time a level of unique cells during the
induced death (apoptosis and necrosis). Diverse results of this work had been presented in

national and international congresses.
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CECS
DFD
CMY
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Informacion General del Problema

En la ultima década, el procesamiento de imdgenes ha

pasado ser una herramienta imponderable para diversas
............ > MueStra

areas de investigacion. Gracias a los avances ¢

tecnologicos de los microscopios, capacidad de las Microscopio

Confocal (LSM)

v

Iméagenes
1(x,y,z,c,t)

v

Pretratamiento

computadoras, y sofisticadas rutinas de procesamiento

de imagenes, investigadores en el area de la biologia

celular, visualizan y analizan tridimensionalmente la

morfologia de diferentes estructuras biologicas, permi-

tiendo la visualizacion desde diferentes cortes y

perspectivas (rotacion, traslacion y escalamiento). Uno ¢

de los métodos mds usado para realizar estudios SETHECLA

sofisticados de diferentes estructuras bioldgicas o el ¢
Reconstruccion

comportamiento de células en cultivo bajo condiciones

Visualizacion
controladas es la microscopia confocal de fluorescencia Parametrizacion
-3D -

(Laser Scanning Microscope (LSM)). LSM facilita la ¢
determinacién de caracteristicas celulares que no se || = J Modelo

) ) ) Tridimensional
logran obtener con otros métodos (microscopia
convencional y microscopia electronica). Fig. 1.1: Diagrama de flujo de un

modelo tridimensional a partir de
una muestra biologica.

Una caracteristica importante en este aspecto es el
volumen celular. Recientemente, cambios tempranos en el volumen celular han sido
conectados directamente con el control de la sobrevivencia y de la muerte celular [Bar0O1].
La regulacion del volumen se discute como un pardmetro esencial para mantener el
equilibrio entre la sobrevivencia de células y dos formas de muerte celular: la apoptosis o la

necrosis.
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La técnica del LSM permite adquirir datos tridimensionales de las muestras bioldgicas en

multiples canales en el tiempo (Fig. 1.1 y 1.2). Los datos originales tienen el formato:

I(x,y, z ¢, t) ,l=intensidad € [0, 255] (8 bits) o € [0, 4095] (12 bits)
, Ci = canal de fluorescencia, i=[1, 2,..., n]

, t=tiempo
, X, Y, resolucion en el plano xy € [256, 512, 1024, 2048]

, Zj, cantidad de cortes en el eje z, resolucion en altura z, 1 =[1, 2,..., n].

Cada canal (Cj) refleja

107033 dstackesfericas - AlM

Digplay Slice

2 Tine la intensidad de

]

fluorescencia (ntimero
de fotones) en un deter-
minado rango de fre-
cuencia de fotones

emitidos. La  fluo-

rescencia es la

propiedad de algunas

moléculas de absorber

Ready, 512w 512 8 21 8 22, 2 charnels , 8 bit

Fig. 1.2: Imagen confocal de fluorescencia representativa de tres células en dos ondas electromagné-
canales de fluorescencia I(x,y,z,c,t) = 1(512,512,21,2,22) € [0, 255].

[a] Células cuyas membranas estan marcadas con el fluor6foro DilC g en el canal .
rojo. ticas (fotones) a una
[b] Células marcadas con el fluor6foro calceina en el canal verde.

[c] Superposicion de los canales rojo y verde para la visualizacion de ambas

- determinada  longitud
caracteristicas.

de onda y emitir

fotones a una longitud de onda méas grande.

La Fig. 1.2a/b muestra imagenes confocales tomadas es distintas longitudes de onda,
representando dos canales de fluorescencia. La figura 1.2c muestra la superposicion de los

2 canales.
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Para realizar reconstrucciones, visualizaciones y parametrizaciones tridimensionales, es
necesario aplicar técnicas de pretratamientos y segmentaciones confiables a las series de
imagenes (Fig. 1.1):

o Para la microscopia confocal, el paso mas importante del pretratamiento es la
deconvolucion de las imagenes con sus respectivas point spread functions (PSF) [Kem99].
Sin deconvolucion, imagenes confocales sufren de un alto contenido de ruido (photon
noise) y distorsiones en las dimensiones x, y, z, debido a la difraccion de fotones dentro del
sistema Optico del microscopio. Un célculo dentro de la teoria optica de difraccion entrega
la PSF [Kem99]. Esta funcion forma la base para el proceso iterativo de deconvolucion

realizado con el programa Huygens Professional' (Cap. 2.2) [URL 1].

m] Hasta el momento no existe una definicion unica para segmentacion. En este
trabajo se define la segmentacion como el proceso de separar objetos o regiones de interés
(regions of interest, ROI) dentro de imagenes [Gon02]. Una ROI es un conjunto de pixeles
continuos, que se dispersan en distintas direcciones y presentan uniformidad entre si. La
segmentacion consiste en agrupar regiones visuales en términos de proximidad, similitud o
continuidad para construir un conjunto de pixeles, regiones o contornos que muestran una

similitud en cuanto a intensidad, color, textura, u otra caracteristica de interés [Oya03].

0 Para la reconstruccion, visualizacion y parametrizacion se implementaron
objetos graficos que incluye IDL en su sistema grafico de objetos. Los objetos fueron
disefiados con gran flexibilidad para la seleccion de diferentes escalas de color y diferentes
grados de opacidad para brindar la mejor resolucion visual en el proceso del modelamiento

tridimensional (Cap. 4).

Las técnicas graficas implementadas dentro de este trabajo fortaleceran significativamente
el potencial de interpretacion para los cientificos, amplificando las posibles aplicaciones en

esta area relevante de investigacion.

! Scientific Volume Imaging B.V., www.svi.nl
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1.2 Antecedentes Existentes

Algoritmos desarrollados en los tultimos afos para reconstrucciones, visualizaciones y
parametrizaciones permitieron realizar experimentos importantes en distintas areas
cientificas [Fan02, Jes02, Har03, HarO4a/b, Alv03ab, Alv04, Alv05, Har(05].

En el afio 2002 se presentd la tesis “Plataforma de Identificacion, Clasificacion y Analisis
de Imégenes, obtenidas a partir de Muestras Celulares” [Bar02] para el andlisis de
estructuras bioldgicas en 3 dimensiones I(x, y, ¢). En el 2003, la tesis “Segmentacion y
analisis automatizado de objetos en movimiento aplicado al estudio de sistemas biologicos”
[Oya03] incluy6 métodos para el andlisis de estructuras en movimiento I(x, y, c, t). El
presente trabajo de “Reconstruccion, visualizacion y parametrizacion tridimensional de
estructuras bioldgicas a través de imagenes confocales de fluorescencia” es la continuacion

de los proyectos mencionados para el andlisis de estructuras bioldgicas en 5 dimensiones

I(x,y, z c,t).

1.3 Lenguaje de Programacion: Interactive Data Language (IDL)

IDL es un Software desarrollado por RSI (Research Systems, Inc., Boulder, CO. EEUU) a
fines de los ’70 para ayudar a la NASA a extraer informacion de datos a través de la
visualizacion. Hoy en dia la necesidad del procesamiento, andlisis y visualizacion de datos
se ha extendido a diversas areas de estudio. Cientificos y empresas en todo el mundo usan
los productos y servicios de RSI para mejorar la evaluacion e interpretacion de sus datos.
IDL es un lenguaje de cuarta generacion orientado a objetos. El lenguaje proporciona
métodos para el manejo de imédgenes y estructuras de datos, que facilitan la implementacion
de algoritmos con un alto nivel de abstraccion, y es adaptable para trabajar en cualquier
sistema operativo (Cross-Platform).

Para los fines de este proyecto, IDL incluye una coleccion predefinida de clases de objetos

graficos por ejemplo IDLgrlmage, IDLgrPolygon, IDLgrVolume. Estas clases de objetos
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estan disefiados para la construccion de complejas visualizaciones tridimensionales, y

fueron implementados para el desarrollo de este trabajo (Cap. 4.3).

1.4 Objetivos del Proyecto

1.4.1 Objetivos Generales

Desarrollar e implementar técnicas interactivas para la reconstruccion y visualizacion

tridimensional de estructuras bioldgicas.

1.4.2 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos del proyecto de tesis son:

1. Realizar un estudio de las caracteristicas y funcionalidades de objetos graficos que
incluye IDL en su biblioteca. Los objetos graficos IDLgrIlmage, IDLgrPolygon, y
IDLgrVolume permiten visualizaciones tridimensionales en distintos niveles de
complejidad (dimension, color, opacidad).

2. Implementar objetos graficos para reconstruir, visualizar y parametrizar distintas
caracteristicas de estructuras biologicas. Las visualizaciones utilizaran modelos de
volumenes, cortes en volimenes y sus respectivas proyecciones.

3. Calibracion de la parametrizacion de los modelos graficos a través de estructuras
microscopicas de tamafios conocidos. Aplicacion de técnicas de deconvolucion,
para corregir distorsiones debido a la difraccion de fotones dentro del sistema Optico
de la microscopia confocal.

4. Desarrollar un ambiente interactivo que permita el acceso rapido a parametros

intrinsecos de los objetos visualizados.

14



Capitulo 2 : Analisis de Iméagenes

2.1 Imagen Digital

Una imagen digital puede ser definida como una funciéon bidimensional de una sefial con
una intensidad I especifica reflejada o emitida en una regidn en el espacio que se proyecta
en un plano xy en forma de I(x,y). Un pixel es la unidad minima de representacion dentro
de una imagen, tiene una posicion xy en una intensidad. La intensidad es representada por
un valor entero, no negativo y finito, denominado escala o canal de gris. Las imagenes en
escala de gris usadas en este trabajo tiene 8 bits de profundidad, quedando definido por la
expresion I(x,y) € [0, 255] Fig. 2.1a/b. También existen imagenes de mas bits de

profundidad [12, 16, 24 bits]:

Xos Yo Xos Y1 Xos Yoo
X Yo X5 Y, e Xis Yoo
I (Xi 5 yi) = . . . .
Xoco Yo X Yio 0 Xoos Yoo

Nota: IDL usa notacion yy, Xo; Y1, X1, etc.

En una imagen I(x,y) es posible contar el numero de pixeles que corresponden a cada
intensidad en la escala de gris, y a la representacion grafica de esta caracteristica se le llama
histograma de intensidades (Fig. 2.1a/c). El histograma muestra la frecuencia (niimero de

pixeles) vs. valores de la intensidad (entre 0 y 255).
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50.00 pm

i 319-357 [x] | 262-284[y]

I (338, 268) =127

Fig. 2.1: Representacion de una imagen digital y un histograma de intensidades.

[a] Imagen tomada en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia y dimension 512x512
pixeles, el eje z tiene 76 cortes en total. La imagen corresponde al nimero 17. Las intensidades I(x,y) €
[0, 255] estan representadas en una escala de gris (barra izquierda), la barra indica una longitud de 50
um (abajo a la derecha).

[b] La figura corresponde al cuadrante marcado en la figura [a] y muestra un zoom de 4x, el pixel
sefializado tiene posicion (338, 268) con intensidad 127 en la escala de gris.

[c] Histograma de intensidades de la figura [a] indica la frecuencia (nimero de pixeles) en una
determinada intensidad de la imagen.
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2.2 Pretratamiento: Restauraciéon de Imagenes

La restauracion de imagenes corrige errores y distorsiones que han sufrido los datos durante
el proceso de adquisicion. Existen diferentes algoritmos iterativos de restauracion de
imagenes que involucran parametros de su sistema de adquisicion. Uno de estos algoritmos

es la deconvolucion de imagenes, que se describe a continuacion.

2.2.1 Introduccion a la Deconvolucién

La deconvolucion es el proceso inverso de la convolucion (Fig. 2.2). En microscopia
confocal el proceso de convolucion se produce durante la formacion de la imagen y se
caracteriza por la point spread function (PSF) del microscopio. La PSF determina como la
intensidad de un punto en la muestra se dispersa. La imagen obtenida se compone por la
convolucion de cada punto en la muestra con la PSF y por la intensidad de cada punto
[Kem99].

En general la deconvolucion es un proceso que restaura la informacién dentro de una
imagen que se ha perdido durante el proceso de adquisicion. Se destacan principalmente
dos factores que llevan a una perdida de informacion en una imagen: (i) la distorsion,
producida por propiedades Opticas de los componentes del microscopio y las propiedades
electromagnéticas de la luz (Fig. 2.2) y (ii) el ruido dentro de la imagen generado por
fotones térmicos y ruido electronico de los fotomultiplicadores. Ambos factores se dejan
modelar a través de una PSF teodrico, ruido intrinseco (irradiacion de cuerpos negros que
emiten fotones como el espejo, detector o la muestra biolodgica) y ruido extrinseco
(Distribucion de Poisson o la sefial electronica) [Kem99].

Para obtener una reaproximacion al objeto real a partir de la imagen observada, es
necesario aplicar el proceso de la deconvolucion, operacion que permite invertir el proceso,

eliminando el ruido y las distorsiones introducidas por el sistema (Fig. 2.2 y 2.3).
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Objeto Imagen
Borroso con ruido

u 4— Deconvolucién 4+—

Resultado de
restauracion

Objeto PSF

Fig.2.2: Diagrama de flujo general que refleja la adquisicion de una imagen en un microscopio y
restauracion de la imagen. El simbolo ® denota el operador matematico de convolucion [Kem99].

La Fig. 2.3a muestra una imagen en su estado inicial de adquisicion que presenta
distorsiones y ruido. La Fig. 2.3b muestra el resultado de haber aplicado deconvolucion,
distinguiendo estructuras mas definidas. Otro ejemplo de deconvolucién se presenta al final

del trabajo con una reconstruccion tridimensional (Anexo d).

10 g 10 P

Fig.2.3: Resultado de una deconvolucion a una imagen obtenida con un microscopio confocal de
fluorescencia. En ambas imagenes se observa una membrana celular de una célula muerta,
marcada con el fluor6foro FM1-43. Las barras marcan 10 pum. Las intensidades I(x,y) € [0, 255],
estan representadas en una escala de gris (barra izquierda). El cuadrante en esquina superior
derecha muestra un zoom de 4x de la zona marcada.

[a] Imagen original.

[b] Imagen deconvolucionada.
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2.3 Segmentacion

En el andlisis de imagenes, la segmentacion es un paso imprescindible para definir ROIs

[URL2].

2.3.1 Segmentacion por Umbralizacién

Existen diversas técnicas de segmentacion de ROIs dentro de imagenes [URL3]. La
segmentacion utilizada en este trabajo utiliza técnicas de umbralizacion empleando un
histograma de intensidades (Fig. 2.1 y Fig. 2.4). El umbral dentro de un histograma separa
pixeles que corresponden a una ROI de las que no (background). La umbralizacion a partir
de histogramas corresponde a elegir un rango de intensidades de pixeles que separan las
ROI del fondo.

Una vez identificadas las ROI, se utilizan filtros morfolégicos (Fig. 2.4c/d). Los filtros
morfoldgicos son algoritmos que realizan operaciones estadisticas o matematicas, para

diferenciar y seleccionar estructuras con diferentes propiedades.

2.3.2 Aplicacion de una Segmentacion y Filtros Morfologicos

La Fig. 2.4 muestra una aplicacion de segmentacion y filtros morfologicos de una célula
necrotica (muerte celular inducida por altas concentraciones de H,O,, perdxido). El umbral
dentro del histograma utilizado para la segmentacion corresponde al intervalo de
intensidades I(x,y) € [45, 255]. Los filtros morfoldgicos separan las estructuras pequefias y
las grandes. Otro ejemplo de filtros morfoldgicos se presenta al final del trabajo con una

reconstruccion tridimensional (Anexo d).
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Fig. 2.4: Aplicacion de una segmentacion por umbralizacion y filtros morfologicos. La imagen fue obtenida
con un microscopio confocal de fluorescencia, de 8 bits en la escala de gris I(x,y) € [0, 255], con
dimensiones xy de 512x512 pixeles. Las dimensiones reales en xy son 0.19x0.19 um por pixel.

[a] Imagen original. La figura insertada es el histograma de intensidades de la imagen.

[b] Imagen segmentada a partir del umbral dentro del histograma marcado en [a].

[c] 1% filtro morfoldgico aplicado después de la segmentacion, marcando las estructuras pequefias. La figura
insertada es el histograma de intensidades de la imagen, indicando el nimero de objetos identificados (531),
y corresponde a la frecuencia vs. tamafio en pixel de cada objeto.

[d] 2% filtro morfoldgico aplicado después de la segmentacién marcando las estructuras grandes. La figura
insertada es el histograma de intensidades de la imagen, indicando el nimero de objetos identificados (4), y
corresponde a la frecuencia vs. tamaiio en pixel de cada objeto.

20



Capitulo 3 : Coloren IDL

El color es una propiedad importante en el proceso de desplegar y visualizar imagenes. En
el presente capitulo se analizan y describen los sistemas de color, los modelos de color, el
color en la imagen, tablas de color frecuentemente usadas en IDL y canales de color dentro

de la imagen y dentro de la microscopia confocal.

3.1 Sistemas de Color

El color puede ser codificado usando distintos esquemas [Gon02]. Algunos esquemas
utilizan 3 valores para representar un color en una posicion dentro de un espacio
tridimensional. Ejemplos de estos sistemas incluidos en IDL son las mesas de color RGB
(red, green y blue), HSV (hue, saturation, y value), HLS (hue, lightness, y saturation), o
CMY (cyan, magenta, y yellow).

En IDL, el espacio de color RGB es representado como un sistema de coordenadas
tridimensionales. Los ejes correspondientes al rojo, verde y azul (Fig. 3.1). Cada uno de los
ejes tiene rangos entre 0 al 255. Un color individual es codificado como una coordenada
dentro de este espacio [R, G, B].

La Fig. 3.1 muestra la combinacion de todos los colores desplegables que corresponden a
una posicion dentro de un cubo de color tridimensional. El origen (0, 0, 0), corresponde al
negro (dentro de la teoria del color). (255, 255, 255) corresponde al blanco, representando
una mezcla aditiva del total de las intensidades de cada uno de los 3 colores. Los puntos a
lo largo de la diagonal (cada una de las intensidades de los 3 colores primarios es igual)
representa la escala de gris. El color amarillo es representado por la coordenada (255, 255,

0), o la mezcla del 100% rojo mas 100% verde, etc. (ver Fig. 3.1).
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Azul (0, 0, 255) Cian (0, 255, 255)
Blanco (255, 255, 255)
Magenta (255, 0, 255,
Verde (0, 255, 0)
Negro (0, 0, 0) N
Rojo (255, 0, 0) Amarillo (255, 255, 0)

Fig. 3.1: Cubo de color RGB. Nota: Los matices del gris se encuentran en la

diagonal.

3.2 Modelos de Color en los Objetos Gréaficos de IDL

Los objetos graficos en IDL usan 2 modelos de color:

o Modelo Indexado: Un color se especifica usando un indice dentro de una tabla de
busqueda (Look-up table (LUT)) de color o paleta de color con 256 colores distintos (Fig.
3.2). Cada entrada de la LUT corresponde a un color individual que consiste de un valor
rojo, verde, y azul.

o Modelo RGB: Un color se especifica usando un triple RGB [red, green, blue]. El
numero de bits usado para representar cada uno de los componentes rojo, verde y azul son

de 8 bits para cada uno.

El término visual, en IDL, se asocia a una interpretacion particular del color para un
dispositivo de despliegue determinado. La visual tiene dos nombres que indican como el
color sera representado. Estos nombres son el PseudoColor (que usa un esquema de color

indexado) y TrueColor (que usa un esquema de color RGB).
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Ademas una visual tiene una profundidad asociada con el que se describe cuantos bits son
usados para representar un determinado color. La profundidad comun incluye 8 bit (para la
visual de PseudoColor) y 16 o 24 bits (para la visual TrueColor).

Una imagen de n-bit es capaz de desplegar 2n colores en total, asi un visual PseudoColor
de 8-bit puede desplegar 2°* 0 256 colores, y un visual TrueColor de 24-bit puede desplegar

224 016.777.216 colores.

&l s_2DView | -> Image Dimensions ( 512 [x], 512 [¥])

1a):

Fig. 3.2: Representacion de una LUT codificando graficamente la posicion del vector triple RGB. LUT de
color con el indice 0 que corresponde al color Black-White Linear.

[a] Imagen original.

[b] La figura corresponde al cuadrante marcado en la imagen original y muestra un zoom de 4x, el pixel
sefializado tiene posicion (290, 267) dentro de la imagen con intensidad de 220, codificando la posicion del
vector triple [r(220), g(220), b(220)] que definen el color del pixel.

La intensidad cuyos valores definen una LUT es codificado en las posiciones del vector
triple RGB (Fig. 3.2), de esta forma se asigna color a imagenes que estan en 1 canal de

color (escala de gris).
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3.3 El Color en la Imagen

El objeto IDLgrImage representa imagenes como objetos graficos. Este almacena la
informacion de la imagen utilizando un tipo de dato byte y puede tomar cualquiera de las
siguientes formas:

0 Un arreglo con dimensiones [X, y]. Cada pixel es interpretado como un indice dentro
de una LUT o como un valor de escala gris (Cap. 3.4).

0 Un arreglo con dimensiones [2, X, y]. Cada pixel consiste de un valor de escala gris
[X, y] y un valor de canal alpha (), [a, X, y] asociado (o es un valor equivalente a un canal
R, G, B cuyo valor a € [0, 255] codifica la opacidad o transparencia de cada pixel) (Cap.
3.5).

0 Un arreglo con dimensiones [3, x, y]. Cada pixel consiste de un triple RGB. [R, x,
vyl [G, %, ¥], [B, X, y].

m] Un arreglo con dimensiones [4, X, y]. Cada pixel consiste de un triple RGB y un

valor de canal a asociado. [R, x, y],..., [a, X, ¥].

34 LUT

IDL proporciona una lista de 41 LUT predefinidos. En el transcurso de este trabajo fueron
implementadas 12 LUT adicionales. Con la rutina LOADCT que incluye IDL se puede
tener acceso a cualquier LUT. Cada una se especifica por medio de un valor con indice que
comprende del 0 al 52 y sirven para resaltar ciertas caracteristicas dentro de una imagen. La

tabla 1.1 contiene los indices con el nombre de las LUT.

0 B-W Linear 27 Eos B
1 Blue/White 28 Hardcandy
2 Grn-Red-Blu-Wht 29 Nature
3 Red Temperatura 30 Ocean
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4 Blue/Green/Red/Ye 31 Peppermint
5 Std Gamma-Ii 32 Plasma
6 Prism 33 Blue-Red
7 Red-Purple 34 Rainbow
8 Green/White Linea 35 Blue Waves
9 Grn/Wht Exponente 36 Volcano
10 Green-Pink 37 Waves
11 Blue-Red 38 Rainbow18
12 16 Level 39 Rainbow + white
13 Rainbow 40 Rainbow + black
14 Steps 41 Black-Red
15 Stern Special 42 Black-Green
16 Haze 43 Black-Blue
17 Blue - Pastel - R 44 Black-Yellow
18 Pastels 45 Black-Cian
19 Hue Sat Lightness 1 46 Black-Magenta
20 Hue Sat Lightness 2 47 White-Grey-Red
21 Hue Sat Value 1 48 White-Grey-Green
22 Hue Sat Value 2 49 White-Grey-Blue
23 Purple-Red + Stri 50 White-Red
24 Beach 51 White-Green
25 Mac Style 52 White-Blue
26 Eos A
Tabla 1.1: Tablas de color en IDL. Los indices del 0 al 40 son tablas de color predefinidas por IDL, del
41 al 52 son tablas de color implementadas en el desarrollo del trabajo.

En la Fig. 3.3 se muestra un ejemplo de la rutina LOADCT aplicando 2 LUT a una imagen

en escala de gris.
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3-RED TEMPERATURE
4 - BLUE/GREEN/REDYELLOW
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Fig. 3.3: Resultado de aplicar diferentes LUT de color a una imagen de 8 bit con I(x,y) € [0, 255].
Imagen tomada en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia y dimension 512x512 pixeles
.El eje z tiene 56 cortes en total y corresponde al corte nimero 11.
[a] La imagen tiene aplicada una LUT de color con el indice 0 que corresponde al color Black-White
Linear. Ver figura anterior (diagonal del cubo de color)
[b] La imagen tiene aplicada una LUT de color con el indice 13 que corresponde al color Rainbow.

Existe una ventana interactiva que permite hacer ajustes a las LUT a través de los

parametros Stretch Bottom, Stretch Top y Gamma Correction. Estos sliders se describen de

la siguiente manera:
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Stretch Bottom: Asigna el color que inicialmente tiene una LUT en la intensidad mas baja,

a un rango de intensidades mas altas dentro de la imagen, en Fig. 3.4 Stretch Bottom = 15.

Stretch Top: Asigna el color que inicialmente tiene una LUT en la intensidad mas alta, a un

rango de intensidades mas bajas dentro de la imagen. En Fig. 3.4 Strech Top = 135.

Gamma Correction: Este Slider se utiliza para ajustar y redistribuir los colores entre las
intensidades bajas y altas dentro de la imagen. Un valor de 1.0 indica una rampa lineal (sin
gamma correction). Valores mas altos que 1.0 aplican una rampa exponencial y valores
mas bajos que 1.0 aplican una rampa logaritmica (dependera del Stretch Top y Stretch

Bottom).

#l Color_Table_ Ch_0 @ @l | -» s_Channel Blend

Kl
Stretch Bottom

135
4
Stretch Top

1.000
Kl _

Gamma Correction

Select Color Table...

10 - GREEN-PIME.
11 -BLUE-RED
12-16 LEWEL

3 - RAIMBOW
14-5TEPS
15-5TERM SPECIAL
16 -Haze
17 - Blue - Pastel - Red

Cancel | Accept

Fig. 3.4: Resultado de una imagen modificada por los parametros Stretch Bottom y Stretch Top.

La figura de la izquierda es la LUT de color con el indice 13 que corresponde al color Rainbow. El
parametro Stretch Bottom que inicialmente tiene el color negro en 0, si es fijado en 15 indica que todos
los pixeles con intensidades entre 0 y 15 adoptan el color negro en la imagen. El parametro Stretch Top
que inicialmente tiene el color rojo en 255, si es fijado en 135 indica que todos los pixeles con
intensidades entre 135 y 255 adoptan el color rojo en la imagen.
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3.5 Canales de Colores dentro de Imagenes y dentro de la Microscopia Confocal

Los canales de color almacenan la informacién de los colores de la imagen, la cantidad de
canales de una imagen dependeréd de su modo de color. Por ejemplo, una imagen RGB tiene
3 canales (Cap. 3.3), uno para la informacion del rojo, el verde y el azul (ver Fig. 3.2). Las
imagenes en escala de gris, mapa de bits y color indexado tienen un solo canal.

En la microscopia confocal una muestra celular se puede marcar con fluor6foros
(colorantes fluorescentes) los cuales se unen de forma especifica a estructuras concretas en
la célula. El término canal en microscopia se utiliza para distinguir de una misma muestra
biologica las distintas longitudes de ondas que excitan o emiten los diferentes moléculas
fluorescentes. La imagen de la muestra bioldgica es capturada en un canal de color con
intensidades lineales I(x,y) € [0, 255] que es proporcional a la cantidad de fotones
detectados en una cierta banda de frecuencias (Fig. 3.5a/b). Asignar colores a cada canal de

la imagen permite distinguir entre un canal y otro.

Fig. 3.5: Imagen confocal de fluorescencia de tres células en dos canales de fluorescencia I(x,y,z,c,t) =
1(512,512,21,2,22) € [0, 255].

[a] La membrana de la célula esta marcadas con el fluor6foro DilCg.

[b] El interior de la células estd marcadas con el fluoréforo calceina.
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Una forma de asignar color a un canal de una imagen es a través de un LUT (Cap. 3.2). Una
vez asignada una LUT a cada canal de la imagen (Fig. 3.6), es posible realizar una

superposicion de los colores de cada canal para visualizar caracteristicas de ambos (Fig.

3.7).
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< | 2l
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45 - Black-Magenta
47 - wWhite-Grey-Red w

Cancel | Accept
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4
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255
4 1
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4] _ 2l
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41 - Black-Red

£ [EEM

43 - Black-Blue

44 - Black“ellav

45 - Black-Cian M7

Cancel | Accept

Fig. 3.6: Representacion de imagenes que describen 2 canales de fluorescencia a través de una LUT.
[a] La imagen es el resultado de haber aplicado una LUT con el indice 41 que corresponde al color
Black-Red (canal rojo).

[b] La imagen es el resultado de haber aplicado una LUT con el indice 42 que corresponde al color
Black-Green (canal verde).
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Imagen final = [1;+ 1, g+ g5, b+ by] <255

Fig. 3.7: Superposicion entre un canal rojo y un canal verde representando graficamente el vector triple RGB. Cada
canal esta descrito por una LUT de color (Fig. 3.6). La superposicion se produce por la suma de las intensidades de los
vectores RGB de ambos canales y debe cumplirse que [+ 15, g1+ g5, bi+ by] < 255.

3.6 Opacidad o Canal a

Otra caracteristica importante es la opacidad o nivel de transparencia de un pixel,
denominado canal alfa (a) (Cap. 3.3). Este canal actia de forma independiente al color
establecido. En la Fig. 3.8 se puede observar el efecto del canal o sobre una imagen. Si el
valor de a es igual 255 la imagen adopta una opacidad maxima (sin transparencia). Si el

valor de a es igual 0 la imagen tiene opacidad minima (transparencia total).
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] I
1 | K ]
Cut_Bottar_Chi Cut_Bottorn_ChO
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Cut_Top_Chi Cut_Top_Cha
terge Color T ables [off]) | Merge Color Tables [off] |
r=[rg, I1, I3 5...oeey T255] = [0, 0,0 ,........ ,0] r = [rg, I1, I3 5..oeey T255] = [0, 0,0 ,........ ,0]
g =[go, &1 gz yeues 22551 =10,0,0,........ ,0] g=1[go, 81, & »---» L255] =[0,0,0,........ ,0]
b = [by, by, bz,. » bass] = [0, 1, -8 b= [bg3 by, basee b5 S 01520505 25 5]
0= [009 01, 02,... 0255] [255 59 a255] 0= [009 01, 02,... 0255] [1 09 l 09 3150]

Fig. 3.8: Representacion de una imagen con distinto control de opacidad. Las imagenes tienen asignada una LUT de
color con el indice 43 que corresponde al color Black-Blue (canal azul).
[a] La imagen con el Slider Opacity Control establecido en 255 indica que no hay opacidad (transparencia total).
[b] La imagen con el Slider Opacity Control establecido en 150 indica que tiene poca opacidad.
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Capitulo 4 : Objetos Graficos en IDL

El sistema de objetos graficos de IDL contiene una colecciéon de clases de objetos
predefinidos: IDLgrAxis, IDLgrContour, IDLgrlmage, IDLgrLight, IDLgrPlot,
IDLgrPolygon, IDLgrPolyline, IDLgrSurface, IDLgrText, o IDLgrVolume. Cada objeto
esta disefiado para encapsular una representacion visual en particular. Acciones como la
modificacion de atributos o seleccion de datos pueden ser ejecutados sobre instancias de
estas clases de objetos por la correspondiente llamada a los métodos predefinidos. En el
presente capitulo se describe como IDL organiza los objetos graficos de su sistema y se

presentan los objetos graficos implementados.

4.1 Jerarquia de Objetos Graficos en IDL

IDL organiza grupos de objetos graficos por medio de una jerarquia o arbol (Fig. 4.1). Una
escena grafica puede tener cualquier nimero de ramas de objetos, cada uno de los cuales

puede contener a su vez sub-ramas de objetos.

atomo atomo atomo atomo
grafico grafico grafico grafico
Modelo Modelo Modelo
Vista Vista
Escena
Fig. 4.1: Arbol de objetos graficos dentro de IDL.
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4.2 Clasesy Objetos Graficos en IDL

Un arbol grafico en IDL estd compuesto de las siguientes clases de objetos:

Atomos Graficos: Un objeto grafico atomico, o atomos graficos, son los objetos de nivel
mas bajos para crear una escena. Es una instancia de una de las siguientes clases:
IDLgrAxis, IDLgrContour, IDLgrlmage, IDLgrLight, IDLgrPlot, IDLgrPolygon,
IDLgrPolyline, IDLgrSurface, IDLgrText, o IDLgrVolume. Atomos graficos incluidos en
un modelo (utilizando el método “Add” del objeto modelo) comparten la misma matriz de
transformacion  tridimensional pueden ser rotados, escalados, o trasladados

simultdneamente (Fig. 4.2c;/c,).

Modelos: Los objetos de la clase IDLgrModel son contenedores de los atomos graficos
(ver arriba). Los modelos incluyen una matriz de transformacién tridimensional, que
describe como los modelos y todos sus componentes son posicionados en el espacio.
Alterando la matriz de transformacion cambia la posicion y orientacion de cualquier objeto

contenido en el modelo (Fig. 4.2b;/cs/c4).

Vistas: Objetos de la clase IDLgrView son contenedores de objetos modelos. Una vista o
instancia de la clase IDLgrView puede servir como objeto raiz de arboles graficos.
Instancias de la clase IDLgrView tienen los métodos que permiten incluir o remover

objetos IDLgrModel en una vista (Fig. 4.2b/c).

Escenas: Objetos de la clase IDLgrScene sirven como contenedor de objetos vistas y
grupos de vistas. Una escena es el objeto raiz de un arbol de objetos graficos. Instancias de
la clase IDLgrScene tienen los métodos que permiten incluir o remover objetos vistas o

grupos de vistas en una escena (Fig. 4.2a).
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#| Interactive Object Bxample
File Options Abouk

* Translate

" Rotate

" Scale
Add

Add Child

Delete

i

Unzelect

Fig. 4.2: Imagen de una ventana interactiva que permite utilizar una escena tridimensionalmente con los objetos
graficos de IDL La vista es la base representada en cuadros blancos y negros, actiia en forma separada del modelo.
Un modelo se distingue de una vista, ya que este se puede trasladar, rotar y escalar. La vista solo cambia de
direccion.

[a] Escena, instancia de la clase IDLgrEscene que sirve como contenedor de vistas y grupos de vistas. La escena
contiene 2 vistas b) y c).

[b]Vista,, instancia de la clase IDLgrView, incluye un modelo b;), y este a su vez incluye 1 atomo grafico.

[c]Vista,, instancia de la clase IDLgrView, incluye 2 modelos c3), y c4). El modelo c;) contiene 2 atomos graficos
c1), y ¢).El modelo c,) contiene 1 atomo grafico.

4.3 Interaccion con Objetos Gréficos

Los objetos graficos se disefiaron para la construccion de complejas aplicaciones

tridimensionales interactivas. A continuacidon se presentan los objetos graficos con los

parametros implementados en el trabajo.

34



Para la presentacion de los 2
primeros objetos graficos
implementados en  Cap.
4.3.1/43.2 se utilizd6 la

imagen en Fig. 4.3.

En el 3% objeto grafico
implementado (Cap. 4.3.3)
se utilizaron todos los cortes
en el ee z para la
reconstruccion tridimensio-

nal.

Fig. 4.3: Imagen utilizada para la presentacién de los objetos graficos
implementados.

La mayoria de los parametros predefinidos de cada objeto grafico a presentar fueron

implementados. Los pardmetros que mostraban cambios significativos y cumplieron con los

objetivos del trabajo se implementaron interactivamente de tal forma que los cambios en el

objeto reconstruido fueran visualizados en un entorno interactivo, como se verad en una

aplicacion mas adelante (Cap. 6.4).
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4.3.1 IDLgrImage

El objeto IDLgrImage representa una organizacion a partir de un arreglo bidimensional de
valores de datos a un arreglo bidimensional de colores de pixel, dando como resultado una
version plana bidimensional ajustada de la imagen, dibujado en Z = 0. IDLgrlmage
contiene parametros predefinidos (Anexo A.1). La Fig. 4.4 muestra una representacion del

objeto IDLgrImage.

#M S_Interactive_Object_Analysis | | c:hrsik... || ... EI[EHE|
Cptions  Tools  Abouk

Files
-M0O FILES-

Models
oPhazeb odel

olmagekd odel

Fig. 4.4: Representacion del objeto IDLgrlmage en un espacio tridimensional. El
modelo activo que representa al objeto es olmageModel.

4.3.2 IDLgrPolygon

Un objeto poligono IDLgrPolygon representa uno o mas poligonos que comparten un
conjunto dado de vértices y atributos. En IDL los poligonos deben ser convexos, es decir, si
se prolongan los lados de un poligono, toda la figura debe quedar al mismo lado, de lo
contrario sera concavo. Los poligonos concavos deben ser convertidos a convexos usando

un proceso de Tesselation a través del objeto IDLgrTessellator. IDLgrPolygon contiene
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parametros predefinidos (Anexo A.2), de los cuales fueron parametrizados interactivamente

los siguientes:

Color: Esta palabra clave es adaptada para cambiar el color de un poligono, siendo

representada como RGB (Red, Green, Blue) y la combinacion de todos los colores (Fig.

4.5), el valor por defecto es negro [0, 0, 0].

& s_3DView |-» c:wrsit... || CurrentTopModel sele... E][E||g|
Cpkions  Tools  About

Files
MO FILES-

Models &
aPhazekodel

oBordertdodel

Fig. 4.5: Representacion del parametro Color del objeto IDLgrPolygone. El objeto esta
en un espacio tridimensional, el modelo activo que representa al objeto es
oBorderModel. La figura muestra el parametro Color fijado en [0, 0, 255] represen-
tando el color azul con toda su intensidad.
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Style: Esta palabra clave es adaptada para determinar si un poligono, es dibujado con

puntos, lineas o relleno (Fig. 4.6a/b/c). Los valores que toma Style son 0,1 o 2.

M s_3DView | -» c:irsit... || CurrentTopModel sele... E][E||E|
Options  Toals  Abouk

Files
-H0O FILES-

Models b)

oPhazeb odel

oBardertd odel
a)
___,I-H-li'-\. i
{;} " “‘J
: S
f )
o : 3
i-l rn."':rlf
h o
{ A L
::-:?- o J-'-"":"fr
I:J_\- 1

Fig. 4.6: Representacion del parametro Style del objeto IDLgrPolygone. El objeto esta en un espacio
tridimensional. El modelo activo que representa al objeto es oBorderModel. Los valores que puede tomar Style
son:

[a] Style = 0.

[b] Style = 1.

[c] Style = 2.

LineStyle: Esta palabra clave es adaptada para indicar el estilo de linea con el cual sera
dibujado el poligono (Fig. 4.7); los valores enteros que toma LineStyle para determinar su

representacion van de 1 al 6.
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Fig. 4.7: Representacion del parametro LineStyle del objeto IDLgrPolygone. Los valores que puede
tomar LineStyle para representar estilos de lineas son:

[a] LineStyle = 1, sélida.

[b] LineStyle = 2, punteada.

[c] LineStyle = 3, guion.

[d] LineStyle = 4, guion y punto.

[e] LineStyle = 5, guion y punto punto punto.

[f] LineStyle = 6, guion largo.
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Thick: Determina el grosor del poligono. Thick puede tomar valores entre 1.0 y 10.0. Si

Style = 0 el poligono se representa por puntos. Si Style = 1 el poligono sera dibujado en

linea (Fig. 4.8).

al) xg’:‘\f"“"{\\g a2)
H e e
My, i
#.9:‘ \{‘
2 "
K. . 5
e, Ly *
W B
:.‘,"'Y - 5
.'_h-'J %
g ¥
. ¢
s, :
Tt
i
J___e"' ﬂ"'«
- 2
*f ®
%“ . _r\.{
;’-‘h”a -'-.-\.‘-"'L'hr\
b1) b,)

Fig. 4.8: Representacion del parametro Thick del objeto IDLgrPolygon. Thick dependera del
parametro Style, si es dibujado en punto = 0 o linea = 1.

[a;] Thick =2 Style =0, [a,] Thick =2 Style =1

[b1] Thick =6 Style =0, [by] Thick =6 Style =1
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4.3.3 IDLgrVolume

El objeto IDLgrVolume representa una organizacion de un arreglo tridimensional de datos
a un arreglo tridimensional de voxel de colores, y se proyecta en dos dimensiones.
IDLgrVolume contiene parametros predefinidos (Anexo A.3), de los cuales fueron

parametrizados interactivamente los siguientes:

RGB_Table: Esta palabra clave es adaptada para cambiar el color al objeto. Es un arreglo
de tipo byte de 256 x 3 elementos y puede representar un determinado color en un canal (R,

G o B) o representar una LUT predefinida (combinacién de los 3 canales) (Fig. 4.9).

il Color_Table_Ch_0 @ #|S_Interactive, Object_Analysis || c:irsik... || C... EI@I

_ i

D
4 ﬂ MO FILES-
Stretch B ottarm
255
Rl L
Stretch Top
047
Rl _ 2l

Gamma Comection

Select Color Table...
35 - Blue "Waves ”
3E - Yoloano
a7 - Waves
38 - Rainbowl8
39 - Rainbow + white
40 - Rainbow + black,
41 - Black-Red

o3l alume

42 - Black-Green

Cancel | Accept

Fig. 4.9: Representacion del parametro RGB_Table del objeto IDLgrVolume. El objeto esta en un espacio
tridimensional (imagen de la derecha) con una LUT con el indice 42 que corresponde al color Black-Green
(imagen de la izquierda) aplicada al objeto reconstruido. El modelo activo que representa al objeto es 03D Volume.
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Opacity_Table: Esta palabra clave es adaptada para cambiar la opacidad o nivel de
transparencia (Cap. 3.6) al objeto volumen reconstruido (Fig. 4.10). Es un arreglo de tipo
byte con dimensiones de 256. De esta forma es posible dar a cada voxel del objeto una

determinada opacidad. Este parametro ofrece una gran flexibilidad de RGB + a para cada

voxel.

#l Color_Table_Ch_ 0

| i

Stretch Battom
255
Kl 1
Stretch Top
o4y
Kl _ 2l

Garma Comection

Select Color Table...
34 - Rainbaow -~

35 - Blue Waves

36 - Volcano

37 -Waves

38 - Rainbow18

39 - Rainbow + white
40 - Rainbaw + black

a) Cancel | &coept

Fig. 4.10: Representacion del parametro Opacity_Table del objeto IDLgrVolume. El objeto esta en un
espacio tridimensional con una LUT con el indice 41 que corresponde al color Black-Red aplicada al objeto
reconstruido. Cada imagen muestra un distinto nivel de opacidad:

[a] Color_Table = 41- Black-Red

[b] Opacity Table0 =230

[c] Opacity Table0 =3

[d] Opacity Table0 = 30
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Cutting_Planes: Esta palabra clave es adaptada para generar cortes en los planos X, y, z, al

objeto reconstruido (Fig. 4.11). Es un arreglo de tipo punto flotante con dimensiones (4, n)

especificando los coeficientes de los n planos del corte. Los coeficientes son de la forma

[{nx, Ny, N, D},...] donde (ny) X+ (ny) Y +(n,) Z+D>0,y (X, Y, Z) son las coordenadas

del voxel.

#l Color_Table_Ch_0

1
Stretch Batham
s
1
Stretch Top
0,363
1
amma Correchion

by

Select Color T able...
38 - Rainbowld
39 - Rainbow + white
40 - Rainbow + black
41 - Black-Red
42 - Black-Green
43 - Black-Blue
- Black-vellaw

Cancel | Accept

Fig. 4.11: Representacion del parametro Cutting_Planes del objeto IDLgrVolume. El objeto esta en un
espacio tridimensional con una LUT con el indice 45 que corresponde al color Black-Cian aplicada al
objeto reconstruido. La posicion inicial para generar un corte es la esquina inferior izquierda.

[a] Color_Table = 45 - Black-Cian.

[b] Imagen obtenida de la reconstruccion tridimensional de 3 células. La reconstruccion se realizd con 21
cortes el eje z, con dimensiones de 512x512 pixeles.

[c] La imagen muestra el corte generado en el eje z, Cutting plane z=11.

[d] La imagen muestra el resultado de 3 cortes en x, y, z.
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Capitulo 5: Descripcion de los Algoritmos Implementados

En el presente capitulo se da una descripcion de los algoritmos implementados para la
reconstruccion, visualizacion y parametrizacion de objetos biologicos en 2 y 3 dimensiones.
La ubicacion de los algoritmos se describe mediante un diagrama de flujo de datos (DFD)
general del sistema (Fig. 5.1). Posteriormente se describen los algoritmos que generan los
modelos en 2 y 3 dimensiones (Cap. 5.2) y se especifica el calculo del volumen celular en
forma explicita (Cap. 5.3). Al final se muestra el ambiente interactivo que permite el rapido

acceso a los parametros de los objetos graficos implementados (Cap. 5.4).

5.1 Diagrama de Flujo para la Reconstruccion, Visualizacién y Parametrizacion

A través del DFD (Fig. 5.1), se describe el proceso de reconstruccion, visualizacion y
parametrizacion. Una vez ingresadas las imagenes I(x,y,z,c,t) y aplicado los filtros de
segmentacion, se generaron diferentes modelos bidimensionales y tridimensionales con los
objetos graficos descritos en Cap. 4.2. Con los objetos IDLgrIlmage, IDLgrPolygon,
IDLgrVolume se crearon los modelos de imagen, bordes y volumen, respectivamente, para
ser visualizados en la ventana interactiva. Diversos parametros son generados con estos
modelos, de los cuales el calculo del volumen celular realizado en este trabajo se describe
mas adelante (Cap. 5.3). Es importante sefalar que los algoritmos implementados fueron
realizados con la supervision del tutor del proyecto, lo que permitié una mejor construccion

y comprension del sistema en general.
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Informacion de
imagenes I(x,y,z,c,t)

Aplicar filtro de
Segmentacion

Reconstruccién, Visualizacion y Parametrizacion

I(x,y,z,c,t) + mascara de Imagenes

Crear Modelo 2D
Puntos

Crear Modelo 2D
Imagen

Crear Modelo 2D
Bordes

Crear Modelo 3D
Bordes

Crear Modelo 3D
Volumen

Crear Modelo 3D
Superficie

Modelo 2D
de puntos

Modelo 2D
de Imagen

Modelo 2D
de Bordes

Modelo 3D Modelo 3D
de bordes de Volumen

Modelo 3D
de Superficie

Calcular
Parametros

Calcular
parametros

Area, perimetrq intensidad,.... Volumen, superficie,....

Visualizacion en

pantalla interactiva

Figura 5.1: Diagrama de contexto (DFD) para segmentacion, reconstruccion, visualizacién y parametrizacion.

5.2 Algoritmos de los Modelos Generados

Los algoritmos a presentar se implementan en 2 clases principales, cuyo proposito es
generar los modelos. Estas clases son: C ROIGroupObject para los modelos
bidimensionales, y C_ROI3DGroupObject para los modelos tridimensionales. Ambas
clases son agregadas en una clase contenedora, llamada oObjectModel, y que es una
instancia de IDLgrModel. Este contiene a los objetos graficos atomicos, permitiendo

aplicar transformaciones (rotacion, escalamiento, y/o traslacion) en forma interactiva (Cap.

45



4.1). A continuacién se describen los modelos y el flujo de informacion de entrada y salida
que generan.

5.2.1 Modelo de Imagen

El modelo de imagen tiene como objetivo representar una imagen es un espacio
tridimensional. Este modelo fue generado a partir de una instancia de IDLgrlmage (Cap.

4.2.1). Se considera el siguiente diagrama de contexto general del modelo.

Visualizacion
en ventana
interactiva

Crear
Modelo 2D
Imagen

I(xy,z,ct) +
mascara de Imagenes

Modelo 2D
Imagen

Ll

Los parametros de entrada para crear el modelo de imagen se describe con el siguiente
pseudocddigo.

inicio.

buscar posicion actual de la imagen en Z-Slice.

buscar tabla de color de la imagen y asignar.

buscar mascara de la imagen.

buscar dimensiones de la imagen, que corresponden a las de la mascara.

asignar a la imagen los valores de RGB de la tabla de color.

declarar vectores xp, yp =[-0.5, 0.5].

buscar sistema de coordenadas X, Y, Z.

© 0o N o g b~ w DN PE

declarar parametro div = (dimen x < dimen y) / dimen x < dimen y).

10. si (dimen x < dimen y) entonces xp = xp*div — (0.5-0.5*div) sino yp = yp*div —
(0.5-0.5*div).
11. Crear objeto grafico atomico de tipo IDLgrImage de nombre oTexturelmage, y con

los parametros: imagen; coordenadas X, Y, z; interleave = 0; loc [0,0]; hide = 1.

12. Llamar método Add del objeto contenedor 0ObjectModel y agregar objeto grafico
IDLgrPolygon con los parametros: vértices Xp, Yyp, zp; texture_coord =
[[0,0],[1,0],[1,1],[0,1]]; texture_map = oTexturelmage, color = [255, 255, 255].

13. fin.

El codigo fuente de este pseudocddigo se presenta en el anexo B.1.
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5.2.2 Modelo de Bordes

Este modelo tiene como objetivo representar los bordes de las ROIs de cada imagen en un
espacio tridimensional. Este modelo fue generado a partir de una instancia de IDLgrSurface

(Cap. 4.2.2). Se considera el siguiente diagrama de contexto general del modelo.

Visualizacion
en ventana
interactiva

Crear
Modelo 2D
Bordes

Modelo 2D
Bordes

I(x,y,z,c,t) +
mascara de Iméagenes

[

Los parametros de entrada para crear el modelo de bordes se describe con el siguiente
pseudocddigo:
1. inicio.

2. inicializar color del borde, color = [0, 255, 0] parar, g, y b.

3. generar parametro de color = [r, g, b] del borde como variable para r, gy by
limitar valores entre 0 y 255 para cada uno.

4. generar parametro Style del borde como variable y limitar valores entre 0 y 2.

5. generar parametro LineStyle del borde como variable y limitar valores entre 0 y 6.

6. generar parametro Thick del borde como variable y limitar valores entre 1. y 10.

7. buscar posicion actual de la imagen en ZSlicePosition.

8. para cada ROI dentro de la imagen llamar al método addObjectBorderPolygon y

pasar los parametros establecidos (addObjectBorderPolygon es la funcion que se

encarga de instanciar al objeto grafico IDLgrPolygon con los parametros).

9. fin.

El codigo fuente de este pseudocodigo se presenta en el anexo B.2.

5.2.3 Modelo de Bordes Tridimensional

Este modelo tiene como objetivo representar los bordes de las ROIs de un Z-Stack de

imagenes en un espacio tridimensional. Este modelo fue generado a partir de una instancia
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de IDLgrSurface (Cap. 4.2.2). Se considera el siguiente diagrama de contexto general del

modelo.

waone G\ o Ve
mascara de Imagenes

Bordes interactiva

Los parametros de entrada para crear el modelo de bordes tridimensional se describe con el
siguiente pseudocodigo:
1. inicio.

2. inicializar color del borde, color = [0, 255, O] parar, g, y b.

w

generar parametro de color = [r, g, b] del borde como variable parar, gy by
limitar valores entre 0 y 255 para cada uno.

generar parametro Style del borde como variable y limitar valores entre 0 y 2.
generar parametro LineStyle del borde como variable y limitar valores entre 0 y 6.

generar parametro Thick del borde como variable y limitar valores entre 1. y 10.

N oo g oM

para cada ROI dentro de la imagen llamar al método addObjectBorderPolygon y
pasar los parametros establecidos (addObjectBorderPolygon es la funcion que se

encarga de instanciar al objeto grafico IDLgrPolygon con los pardmetros).
8. fin.

El cédigo fuente de este pseudocodigo se presenta en el anexo B.3.

5.2.4 Modelo de Volumen

Este modelo tiene como objetivo representar el conjunto de las ROIs de un Z-Stack de
imagenes en un espacio tridimensional. Este modelo fue generado a partir de una instancia
de IDLgrVolume (Cap. 4.2.3). Se considera el siguiente diagrama de contexto general del

modelo.

Crear
Modelo 3D
Volumen

Visualizacion
en ventana
interactiva

Modelo 3D
Volumen

I(xy,z,c,t) +
mascara de Imagenes

B

La informacion de entrada para crear el modelo de volumen se describe con el siguiente

pseudocaodigo.
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1.
2.

inicio.
buscar dimensiones en pixel de imagen para X e Yy, y la cantidad de imagenes que

contiene el Z-Stack para z y asignarlo a variable xyzFramePixSize como vector.

/lconseguir 1 objeto y parametros

3.

generar VvolDatal = byatrr (XyzFramePixSize [0], XxyzFramePixSize [1],
xyzFrame-PixSize [2]).
para cada objeto volumen donde estd almacenada cada posicion, asignar valor de
intensidad correspondiente.
generar parametro rgb_table0 = bytarr(256,3)
generar parametro opacVect_0. Considerar:
1) Si el valor es constante para todo el vector entonces opacVect 0 =
make_array (256,/byte, value = opacVal). opacVal es una variable que
indica el valor constante del vector opacidad y toma valores entre 0 y
255.
i) Si el valor es variable entonces opacVect 0 = bytArr (256) +
(*self.pVolState).opacValues [0,*].
verificar valores de entrada para generar un corte en X1, y1, z1, cuyos valores estén
dentro de las dimensiones del objeto.
generar parametro factorX1, factorY1, factorZ1 entre -1 y 1. Este factor dependera
del valor de entrada:
) si es positivo el factor sera -1.
i) si es negativo, el factor serd 1; esto permite generar cortes al objeto en

ambos sentidos.

/lconseguir 2% objeto y parametros

9.

buscar valor que contiene “2nd VVolume Object” en lista de parametros. Este valor
puede ser ‘channel’, ‘time’ o ‘cluster’.

i) si valor es ‘channel’ entonces buscar strNum = variable con el numero
que indica el channel a agregar, buscar posicion del cluster, buscar
posicion time, declarar oOROI3Dgroup = s_I1SegM_GetROI3Dgroup
(stack_tlb = stack_tlb, timePosition = timePosition, channelPosition
= strNum, clusterPosition = clusterPosition, fileName = fileName);
s_1SegM_GetROI3Dgroup es una funcion que contienes los

argumentos para obtener el grupo 3D.
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i)
i)

Si valor es ‘time’, repetir 91) con argumento timePosition = strNum.
Si valor es ‘cluster’, repetir 9i) con argumento clusterPosition =

strNum.

10. generar volData2 = bytArr (xyzFramePixSize [0], xyzFramePixSize [1],

xyzFrame-PixSize [2]).

11. repetir paso del 4 al 9 para volData2.

//Instancia del objeto IDLgrVolume

12. buscar sistema de coordenadas X, Y, Z.

13. buscar valor que contiene “Merge Volumes” en lista de parametros. Este valor

puede ser ‘off’ o ‘on’.

i)

i)

Si valor es ‘off’ entonces llamar método Add del objeto contenedor
00bjectModel y agregar objeto grafico IDLgrVolumen con los
parametros: data0 = volDatal,opacity table0 = opacVect 0,
rgb_table0 = rgb_table0, /interpolate, uValue = '03DVolumeModell',
/zero, Coord_conv = xCoord_conv, yCoord_conv = yCoord_conv,
zCoord_conv = zCoord_conv, cutting_plane = [[factorX1,0,0, x1],
[0,factorY1,0, yl], [0,0.factorZl, z1]], ambient = [255, 255,
255],lighting_model=1, repetir 19 para volData2.

Si valor es ‘on’ entonces buscar valores de los parametros X1, y1, z1 que

generan los cortes y asignarlos al volDatal.

14. generar 3 matrices de acuerdo a LUT establecida (por defecto Black-White Linear)

con la dimension del objeto volDatal y asignar las intensidades de este objeto los

valores de la LUT. Generar los parametros volData_0 para r, volData_1 para g,

volData_2 para b, de la forma:

volData_0 = (bytArr (256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,0,*]))[volDatal]
volData_1 = (bytArr (256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,1,*]))[volDatal]
volData_2 = (bytArr (256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,2,*]))[volDatal]

15. generar parametro volData 3 con igual dimension de volDatal para canal o

(opacidad), considerar

i)

Si valor es constante para todo el vector entonces volData_3 =
make_array(xyzFramePixSize[0], xyzFramePixSize[1], xyzFramePix
Size[2], /byte, value = opacVal). opacVal es una variable que indica el
valor constante del vector opacidad y toma valores entre 0 y 255.

Si valor es variable entonces volData 3 = (bytArr (256) + transpose

((*self.pvolState).opacValues [0,*])) [volDatal].
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16. buscar valores de los pardmetros X2, y2, z2 que generan los cortes y asignarlos al
volData2.

17. repetir 22 con volData2 ¢ incluir volData_0, volData_1, volData_2 de la forma:
volData 0 = byte ((fix (temporary (volData 0) + (bytArr (256) + transpose
((*self.pvolState).rgbValues [1,0,*])) [volData2])) < 255)
volData_1 = byte ((fix (temporary (volData 1) + (bytArr (256) + transpose
((*self.pvolState).rgbValues [1,1,*])) [volData2])) < 255)
volData_2 = byte ((fix (temporary (volData 2) + (bytArr (256) + transpose
((*self.pvolState).rgbValues [1,2,*])) [volData2])) < 255)

18. repetir 23 con parametro volData_3 con igual dimension de volData2 se consideran

) Si valor es constante para todo el vector entonces volData2_3 =
make array  (XyzFramePixSize  [0], xyzFramePixSize [1],
xyzFramePix Size [2], /byte, value = opacVal). opacVal es una variable
que indica el valor constante del vector opacidad y toma valores entre 0
y 255.

i) Si valor es variable entonces volData 3 = temporary (volData_3) >
volData2_3.

19. llamar método Add del objeto contenedor oObjectModel e instanciar objeto grafico

IDLgrVolumen con los parametros: volume_select = 2, data0 = volData_0, datal

= volData 1, data2 = volData_2, data3 = volData_3, /interpolate, uValue

'0o3DVolumeModell', /zero, xCoord_conv = xCoord_conv, yCoord_conv
yCoord_conv, zCoord conv = zCoord _conv, ambient = [255, 255, 255],
lighting_model = 1.

20. fin.

El codigo fuente de este pseudocddigo se presenta en el anexo B.4.
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5.3 Calculo del Volumen Celular

Para describir el proceso del céalculo de volumen celular, se utilizan como ejemplo 2
imagenes consecutivas tomadas en diferentes planos en el eje z de una célula necrética
(Fig. 5.2a/c). Aplicando filtros para la segmentacion (Cap. 2.3) se obtienen las respectivas
mascaras (Fig. 5.2b/d).

Para cada pixel con dimensiones AxAy se genera un voxel AxAyAz. Un voxel o elemento de
volumen es la unidad minima de un objeto tridimensional y se determina con Ax, Ay, y Az.
El volumen de un voxel se define como v = AxAyAz. La altura del voxel (Az) se define por
la distancia entre cortes (Z-Slices) durante la adquisicion de la imagen tridimensional. Para
unir cortes consecutivos en la reconstruccion (Fig. 5.2¢), el centro de cada voxel se localiza
en la posicion del corte, asegurando de este modo la conectividad entre cortes.

El volumen de un objeto entero (Viota) €s calculado con la suma de los voxeles del objeto

reconstruido (Vj).

n
Vtotal = Z Vi
i=1

n es el nimero total de voxeles en el objeto.
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Figura 5.2: Imagenes consecutivas con segmentacion y filtros morfologicos de una célula necrotica.
[a] y [b] Imégenes originales tomadas en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia.

[c] y [d] Resultado de aplicacion de segmentacion y filtros morfologicos.

[e] Modelo de bordes tridimensional para representar la conectividad entre cortes.
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A través de un modelo de superficie (Ver Fig. 5.3) se puede visualizar una reconstruccion

tridimensional de todos los voxeles que se generan con los cortes a través de la célula.

Figura 5.3: Reconstruccion tridimensional de un volumen celular con un modelo de superficie.

La informacion para calcular el volumen se describe con el siguiente pseudocodigo.

1. inicio.

2. asignar a variable nODbjects el nimero de objetos que contiene la clase
sROI3DGroupObject.

//hacer bucle para determinar el tamafio de cada objeto [voxel]

3. asignar a variable paramVect el nimero de objetos (NObjects) como vector.

4. asignar en cada posicion del vector paramVect, el nimero de voxeles de los ROIs
para cada objeto.

/IVolumen 3D [voxel]

5. asignar en cada posicion del vector paramVect el nimero total de voxeles de cada

ROL.
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/IVolumen 3D [x%]

6.

10.

11.

asignar a variable pParamsStruct el puntero a la lista de parametros que contiene la
funciéon getpParamStruct () en la clase C_sROI3DGroupObject.

asignar a xSizePerPixel el valor del tamafio total en X de la imagen (valor entero en
um) dividido por el tamafio total en pixel (ancho de la imagen).

asignar a ySizePerPixel el valor del tamano total en y de la imagen (valor entero en
um) dividido por el tamafio total en pixel (alto de la imagen).

asignar a zSizePerPixel el valor del tamaiio total del alto de Z-Stack (valor entero
en um) dividido por el tamafio en pixel (nimero de cortes) para z.

multiplicar  (xSizePerPixel*ySizePerPixel*zSizePerPixel) por el  vector
paramVect.

fin.

5.4 Ambiente Interactivo

Para la descripcion del ambiente interactivo se presenta inicialmente una descripcion

general de las ventanas iniciales de la aplicacion (Fig.5.4, Fig. 5.5 y Fig. 5.6). Luego se

presentan las ventanas de controles que formaran parte de este trabajo, indicando las

funcionalidades implementadas que permiten acceder a los atributos de los objetos

visualizados (Fig. 5.7).

€l|s_Stack |->C:... E@E|

Oplions  Analyse

Una vez cargadas las imagenes confocales de fluorescencia

desde el menu ‘Options’ en la ventana inicial (Fig. 5.4) de la
|-» Sawve Stack < |

T o

aplicacion, se activa de este menu la opcion ‘Set Stack

W Information’ que contiene los valores de inicializacion de los

Y . . .
Z3lice_001 algoritmos (Fig. 5.5). Se ingresan manualmente los valores
Z5lice 002 v

Delete | Up | Down | view o | reales de X-Size, y-Size y z-Interval. Los otros valores son

Fig. 5.4: Ventana inicial con la , , -
informacion del Z-Stack. leidos automaticamente.
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Del menu ‘Analyse’ de la ventana inicial se activa

€| Stack | -> Parameters Ej@gl

el sl Seecpl g s | la ventana que contiene los métodos de
Parameter Values
Sl el _ [ & segmentacion (Fig. 5.6). En el menua ‘Analyse’ de la
tazk Path C:hrsvHELS_blebbshbi
Pararneter Path C:hrevHELS_blebbshh
Image Path C\rsiHELS,_blebbshfi Fig. 5.6 se activa la ventana de los ROIs (Ver Fig.
Mame _stack
Format i

5.7a), que a continuacion se describe para indicar

o2

Imange Bit-F ate

[E5]

Hurmber of Time Digits

ra

Total Number of Times las intervenciones realizadas y el flujo que se

jury

Total Mumber of Channels

Total Number of 2-Slices |41

genera a partir de ella.

Total Time [5] 1.00000
Time Interval [z] 1.00000

#Size [pivel] B12 La Fig.5.7 en general muestra la interaccion y el
-Size [pixel] A12

:2::: E:Z:} 2;]888 flujo que se genera a partir de la ventana de los
z-|nterval [real] 1.00000

Comments v ROIs y el rapido acceso a los parametros de los

< >

Fig. 55 Ventana con los valores de objetos visualizados en la ventana interactiva. La

inicializacion de los parametros.

Fig. 5.7a es la ventana principal de los ROIs, que

contiene los modelos 0ROI2DGroup y oROI3DGroup.

81 's_Seg |-> ble... E@E| En esta ventana se agregan los diversos parametros de
Options  Analyse

Seqmentation Cluster |5 | cada modelo generado. En el proyecto se implemento

Cluster [0

el parametro ‘3D Object Volume’, y los sub parametros

‘3D Volume (Voxel)’ y ‘3D volume (x°)’. En el ment
Add Segmentation bMethod |- | 3 olu e( 0 E) y 3 olu e( ) € cnu

}::'l'j ‘Options’ se agregd la opcion ‘Set Group Object

C_FillR ermove L

Information’ que contiene la ventana con la lista de
Delete| L||:|| Du:uwn| Copy |

Fig. 5.6: Ventana con los métodos de parametros de los modelos tridimensionales (Fig. 5.7b)

segmentacion.

y el boton “Visualization® (Fig. 5.7¢) que permite abrir
las ventanas ‘Color Table’ (Fig. 5.7¢) y ‘Opacity Table’ (Fig. 5.7d) para manejar las LUT y
la opacidad. En el menu ‘Analyse’ de la ventana de los ROIs se encuentran los modelos
bidimensionales y tridimensionales implemantados que pueden ser agregados a la ventana

interactiva.
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Use 2D ROI-Objects (on )

Use Saved Cluster Masks (off) Cptions  Patameters  Analyse
Use 3D ROI-Slices (off)
Update 20 ROI-Object with Image-Parameter (off) |-+ Save ROI-Group < |

Save Cluster Masks Ffrom ROI-Objects {off) 0F|D|2DGIOUE Phase Model Image (on )
Phase Model Subphase (off)
Update 30 ROI Objects with Growth-Factor {off) del (ofF
Add ROI-Parameter Object > 30Model {off)

Open ROL-Group
Open ROI-Params
Save ROI-Params as...

30- (off)
30BorderModel {on )
03D5urfaceModel {off)
ADvolumeiodel (off)

©Open ROI-Stack-Track.
Save ROI-Stack-Track as...

...]-= Connect Selected Stack-Picture {off)
...||-= ROI Parameter window (off)

ct Information

Show ROI-Parameter Data as ...

Delete| Up| Down| Hebils |

&l s_3DView |-> c:irsik... || CurrentTopModel selected
COptions  Tools  About

&l oROI3DGroup | -> P,

Yigualization [on ) Files
Return and accept changes -NOFILES-
Parameter Values
Cluster Position *~

Time Position

1]
Channel Position |0
z-Slice Position |6

z-5lice Initial E
Time After Start [g] | 0.000000
w-Size [real] 37.1000
y-Size [real] 971000
z-Size [real] 41.0000
w-5ize [pivel] 512
y-Size [pixel] 512
z-5ize [pixel] L)l
Comments oo
Hide OnA0ff 0
Border Object COMTAINED
Border Style 1
Brorder Calor_r 100
Border Calor_g 100
Border Calar_b 100

Parameters

Border Thick 1.00000 _ ColorTables |
Border LineStyle |0 Opaciy Tables
1st Yolume Object |COMTAINED & ﬁ - ['5_<|
1stWolume Color |45 Dpacity_Control_ChD = - ——
13t Volume Opacity |20 . 0 : -
13t Cutting Plane » |0 Cul_Bottom_ChO z - R e PR
13t Cutting Plane p |0 . 25 R 7 | 5 5]
1st Cutting Plane 2 |0 Et_Top_Cho Shretch Battam Stretch Bottom
- 255 255
2nd Volurne Object |NO SELECTION ‘ r K |
2nd Yolume Color |0 Stretch Top Siretch Top
= 1.000 1.000
2nd Yolurne Opacity |20 al
4 B | “ »
2nd Cutting Plane » |0 Gamma Cormection ﬁmma Correction J J

2nd Cuitting Flane v |0 Select Color Table... Select Color Table
2nd Cutting Plane z |0

1-BLUEAWHITE 4 - Black-Magenta
Merge Yolumes off 2- GRN-RED-BLU-AWHT 47 -White-Grey-Red
3-RED TEMPERATURE 48 - White-Grey-Green
4 - BLUE/GREEN/RED AYELLOW 43 -White-Greyp-Blug
5-5T0 GAMMA 50 - White-Red
E-FRISM 1 - White-Gresn
7-RED-PURPLE b 52 - White-Blue b

Cancel | Accept Cancel | Accept

Figura 5.7: Ambiente interactivo para el acceso a los parametros de los objetos visualizados.
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Capitulo 6: Aplicaciones de Objetos Graficos Tridimensionales

En el presente capitulo se presentan aplicaciones de reconstrucciones tridimensionales
realizadas con los objetos introducidos en el capitulo 4. Se calibra la distancia entre cortes
en el eje z (Z-Slices) (Cap. 6.1), se mide volumen celular (Cap. 6.2) y se realizan ejemplos

de reconstrucciones en uno y dos canales de fluorescencia (Cap. 6.3 y 6.4).

6.1 Calibracion de la Distancia Optima entre Cortes en el Eje z (Z-Slices)

En la siguiente aplicacion se calibra la distancia entre cortes en el eje z (altura) a través de
reconstrucciones tridimensionales. El objetivo de este experimento es establecer un criterio
para la distancia 6ptima entre cortes en el eje z que representa un balance entre el nimero
de cortes, la medicion del volumen celular y la determinacion de la morfologia, sin dafiar a
la célula a través del tiempo. Para la calibracion se utilizé6 como modelo una célula muerta,
debido a que ésta presenta una morfologia invariable. En estas condiciones se aplicaron
multiples cortes en eje z, generando inicialmente 51 cortes con distancia z de 0,3 pm para
una reconstruccion con alto detalle morfoldgico, obteniendo un volumen exacto de 1,78 pl
(Fig. 6.1A). La segunda columna de reconstrucciones en B fue realizada con 19 cortes, con
una distancia de 0,8 um en el eje z. La tercera columna de reconstrucciones en C fue
realizada con 15 cortes, con una distancia de 1 um en el eje z. La cuarta columna de
reconstrucciones en D fue realizada con 13 cortes con una distancia de 1,3 pm en el eje z, y
para la Gltima columna de reconstrucciones en E se realizaron 12 cortes en el eje z con una
distancia de 1,6 um. Los resultados de la calibracion de acuerdo a un andlisis de varianza
(Anexo C), determinan que la poblacién E con una distancia de 1,6 pm entre cortes, es
significativamente diferente a las otras poblaciones (p<0,05). El volumen 2,22 pl es alejado
del valor original de 1,78 pl y presenta una morfologia distorsionada. Debido a que con una

distancia grande entre cortes en el eje z, se necesitan menos cortes para abarcar toda la
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estructura, teniéndose menos informacion para reconstruir el objeto y en consecuencia una

pérdida significativa en la resolucion del eje z.

v=188pl v=168p  v=166pl v=2,011pl

v=1,74pl v =1,76pl v=1,76pl

v = 1,66pl v =1,84pl

v=1,77pl v=1,78pl v=2,18pl

v=1,78pl v=171pl v=1,72pl v=1,78pl v=2,33pl

E ()

- / E c D %

o o

E - (e
= e}
8 15
=
]
o
o
S 1,0
IS
IS
8

0,5

0.0 T T T T

v — — — — v
0.2 0.4 0.6 0.8 1,0 1,2 1.4 1.6 1.8
distancia entre cortes en el eje Z [um]
Fig. 6.1: Calibracion de la distancia entre cortes en el eje z para determinar una balance entre el
numero de cortes, la medicion del volumen celular y la determinacion de la morfologia sin dafiar a
la célula. En la parte superior de la figura se ilustran las reconstrucciones de una célula HeLa
muerta sometida a diferentes cortes, con distancia entre cortes en el eje z de 0,3pm, 0,8um, 1um,
1,3pm, y 1,6pum respectivamente con su volumen propiamente tal. En la parte inferior hay
mediciones individuales (0), promedios (W) y desviaciones estandar (I). El grafico describe la
relacion entre el promedio del volumen celular de cada poblacion (B, C, D, E) vs. distancia entre
cortes en el eje z. De acuerdo a un analisis de varianza se determindé que la poblacion E es
significativamente diferente a las otras poblaciones (p<0,05)(Anexo C).
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Comparando los resultados de la determinacion del volumen celular con la resolucion de la
morfologia celular se puede concluir que con una distancia entre cortes en el eje z de 1.0
um se logra un balance 6ptimo entre las caracteristicas mencionadas.

En un experimento adicional (Mon05) se mostré que las células HeLa se podian observar
sin problemas durante mucho tiempo, aplicando cortes con una distancia de 1.0 um en el

eje z.

6.2 Medicién de Volumen en Células HelLa

La siguiente aplicacién consta de 2 condiciones experimentales aplicada a células tipo
HeLa en perfectas condiciones de cultivo. La membrana plasmatica de las células fue
marcada con el fluor6éforo DilCs. En los 2 experimentos que se describen a continuacion se
mide el volumen celular.

En el 1* experimento a través de una muestra celular se obtuvieron diversos Z-Stack de
células individuales y grupales en condiciones normales. Se realizaron reconstrucciones
tridimensionales con el objetivo de obtener una representacion cualitativa de su morfologia
y cuantitativa de su volumen (ver Fig. 6.2.).

En el 2% experimento se expuso la muestra celular a 32mM de H,O, (agua oxigenada)
durante 1 hora. La necrosis celular se manifiesta pocos minutos después de su aplicacion.
El perdxido induce a un desequilibrio en el control de volumen celular que a su vez
conduce a la formacion de vesiculas o ‘blebs’ en la membrana plasmatica [Bar0O1]. En estas
condiciones se obtuvieron diversos Z-Stack de células individuales y grupales. Se
realizaron reconstrucciones tridimensionales con el objetivo de obtener una representacion

cualitativa de su morfologia y cuantitativa de su volumen (ver Fig. 6.3).
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Fig. 6.9: Resultado de aplicar un ‘Merge Volumes® reconstrucciones en 2 canales con un corte en el eje z.
Los sectores amarillos indican superposicion entre canales.
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frecuencia
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Fig. 6.3: Medicién del volumen en células HeLa después de 1 hora de exposicion a 32 mM H,0,. En la parte
superior de la figura se ilustran las reconstrucciones tridimensionales con sus respectivos volumenes. En el
grafico inferior se representa la relacion entre el nimero de células a un cierto volumen.
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Fig. 6.4: Resultados de volumenes de células HeLa en 2 condiciones experimentales.

[a] Reconstruccion tridimensional de dos células Hela representativas en el comienzo del experimento (izquierda), y 1h
después de afiadir 32 mM H,0, (derecha).

[b] Distribucion de Frecuencia de los volumenes de células HeLa antes (columnas blancas) y 1h después de afiadir 32 mM
H,0,; (columnas grises).

[c] Valores promedios del volumen celular v = 3956+ 992(sd) con su correspondiente desviacién estandar para células
normales (n = 26), o v = 15424+ 671(sd) para células tratadas con H,O,(n = 38).

Los resultados de la aplicacion experimental con las reconstrucciones tridimensionales,
muestran que los volimenes de células individuales pueden ser derivados con gran
precision. Cambios sutiles en la morfologia celular, como la formacion de pequefios blebs
en diferentes posiciones de las filopodias celulares (ver flecha en Fig. 6.4), pueden ser

identificados visualmente y cuantificados volumétricamente.
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6.3 Ejemplo de Reconstruccion Tridimensional en 1 Canal de Fluorescencia

En el siguiente ejemplo se realiza una reconstruccion tridimensional en un canal de
fluorescencia con 56 cortes en el eje z (Fig. 6.5). Las membranas de las células fueron
marcadas con el fluoréforo DilC;s. Para la reconstruccion se realizd un pretratamiento de

deconvoluciodn a la secuencia de imagenes.

Fig. 6.5: Z-Stack de 56 cortes en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia. La imagen estan
tomadas en un canal de fluorescencia con el marcador de membrana DilCyg, I(X,y,z,c,t) =
1(512,512,56,1,1) € [0, 255].

Se observa en la Fig. 6.6 que la célula superior de las reconstrucciones tridimensionales
esta preparando la division celular (mitosis), mientras que la célula inferior se encuentra en
la interfase. Ambas células estan unidas mediante varios nanotubos. Estos nanotubos fueron

descubiertos por primera vez durante el tiempo en el que se realizo este trabajo [Rus04]. A
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través de estos nanotubos, las células intercambian diferentes organelos o componentes de
las membranas lipidicas.

El detalle de la morfologia y las prolongaciones (filopodias) se destacan en ambas células
gracias a los parametros de la LUT y los altos valores de opacidad aplicado al objeto
reconstruido (Fig. 6.6a). Se deja translucir el objeto (bajos valores de opacidad), se puede

observar en detalle el

nucleo celular, asi
como pequenas estruc-
turas perinucleares en
el interior de la célula

(Fig. 6.6b).

Fig. 6.6: Reconstruccion tridimensional de dos células de cultivo tipo HeLa con
una LUT definida y distintos niveles de opacidad.

[a] LUT con el indice 41 que corresponde al color Black-Red y altos valores de
opacidad. La opacidad asignada permite visualizar la morfologia de ambas
células, las prolongaciones y los nanotubulos.

[b] LUT con el indice 41 que corresponde al color Black-Red y bajos valores de
opacidad. La opacidad asignada permite visualizar el nucleo y pequenas
estructuras perinucleares en el interior.
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6.4 Ejemplo de Reconstruccion Tridimensional en 2 Canales de Fluorescencia

En la siguiente aplicacion, se realizd una reconstruccion tridimensional en 2 canales de
fluorescencia a células de cultivo tipo HeLa. Las células se marcan con los fluoréforos de
membrana DilC;s y DiOC6, Aparentemente, los fluoréforos se incorporan con preferencia
en diferentes etapas de su ciclo celular. En estas condiciones, se generaron 67 cortes en el
eje z con distancia de 0,4 um entre cortes, para cada canal de fluorescencia. El canal rojo

corresponde al fluoréforo DilCys, y el canal verde corresponde al fluor6foro DiOCig,

Para la reconstruccion se realizd un pretratamiento de deconvolucion. Cada canal se
reconstruyo en forma independiente. El resultado de las reconstrucciones tridimensionales

de ambos canales se muestra en la Fig. 6.7.

Fig. 6.7: Reconstrucciones tridimensionales en 2 canales de fluorescencia a células de cultivo tipo HeLa.
I(x,y,z,c,t) = 1(512,512,67,2,1) € [0, 255].

[a] Canal rojo con el fluor6foro DilCg.

[b] Canal verde con el fluor6foro DiOC .

Si bien las 2 células son objetos reconstruidos independientes, al momento de desplegarlas
juntas en un espacio tridimensional, se descubrié que ambos modelos se traslaparan (Fig.
6.8b). Dentro de este trabajo, este error de IDL se corrigié presentando ambos objetos en un

solo modelo. Se realizd una mezcla aditiva de las intensidades de cada objeto y se
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implemento6 el parametro ‘Merge Volumes’, que esta en la lista de parametros interactivos

del objeto (Fig. 6.8a/c).

a) Return and accept changes |

Yizualization [on | |

| Parameter W alues |

Cluster Position |0 ~
Time Position 0
Channel Position |0

Z-Slice Position |42
Z-5lice Initial 42
Time After Start [5] |0.000000
wSize [pm] E2.3000
wSize [pm] £2.3000
z5ize [um] 26.8000
x5ize [Pivel] 5z
vSize [Pixel] 812
Z5ize [Fixel] 67

Comments ooy
Hide On/0ff 0
Border Object  |COMTAINED
Barder Style 1 c)

Border Calor_r  [295
Border Color_g |0
Border Color_b |0
Border Thick 1.00000
Border LineStyle |0
13t Yalurne Object |COMTAINED
15t Yolume Calor |41
13t Yelume Opaciy |36
13t Cutting Plane » |0
15t Cutting Flane y |0
13t Cutting Plane z |0
2nd Volume Object | channel_001
Znd Yolume Color |42
2nd Yolume Opaciy | 36
2nd Cutting Plane x |0
2nd Cutting Plane v |0
2nd Cutting Plane z

=

Merge YWalumes

/()] ¥

Fig. 6.8: Resultado de una mezcla aditiva de las intensidades de 2 objetos volumen en un espacio
tridimensional.

[a] Ventana con la informacion de los parametros de los objetos

[b] Despliegue de 2 voliimenes sin mezcla. Se observa la célula reconstruida en el canal verde esta sobre el
canal rojo.

[c] Despliegue de 2 voliimenes con mezcla. Se observa la unién de cada canal en color amarillo.
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En la Fig. 6.9 se puede observar el resultado de la implementacion del parametro ‘Merge

Volumes’ con un corte en el eje z. Los sectores amarillos en las células indican que hay una

superposicion entre un canal y otro. Este fendmeno es una caracteristica importante en la

microscopia confocal, que se conoce con el nombre de colocalizacion.

Fig. 6.9: Resultado de aplicar un ‘Merge Volumes’ a reconstrucciones en 2
canales con un corte en el eje z. Los sectores amarillos indican superposicion
entre canales.
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Capitulo 7 : Conclusiones

En primera instancia, se demostré que la deconvolucion es un proceso de pretratamiento
necesario para eliminar el ruido y las distorsiones introducidas por el sistema de
adquisicion (microscopio). Aplicando la deconvolucion se obtiene una aproximacion a las
caracteristicas reales del objeto observado. Una resolucion Optima es esencial para un
posterior analisis o una modelacion tridimensional. La deconvolucion se ha establecido
como un proceso estandar en el CECS para los usuarios que trabajen con microscopia

confocal de fluorescencia.

Se implementd y gener6 una gran variedad de LUT para la libre eleccion de una escala de
color. De este modo, el usuario puede seleccionar la mejor escala que refleje las
condiciones Optimas o visibles para representar el canal de color observado por el
microscopio en la muestra bioldgica. La opacidad se descubrid6 como otra caracteristica
importante en la visualizacion. Diferentes grados de opacidad aplicados al objeto
reconstruido hicieron posible distinguir la morfologia celular y estructuras intracelulares

con gran detalle.

Los algoritmos implementados dentro del sistema de objetos graficos de IDL permitieron la
reconstruccion y visualizacion de estructuras celulares en el margen de la resolucion teodrica
del microscopio confocal de fluorescencia. La parametrizacion del volumen celular
permitid monitorear por primera vez y con gran precision la regulacion del volumen en

cé¢lulas tnicas durante diferentes tipos de muerte celular (apoptosis y necrosis).

70



El desarrollo de un ambiente interactivo permitido acceder a pardmetros intrinsecos de los
objetos tridimensionales. Los objetos se pueden observar desde distintos angulos, con
cortes en xyz, cambios de escalas de color y opacidad, dando una mejor flexibilidad al

momento de realizar la reconstruccion tridimensional.

Las técnicas implementadas han contribuido a establecer condiciones optimas para el
analisis de la morfologia y del volumen celular en diferentes condiciones experimentales.
Se logré observar diferentes visualizaciones de estructuras celulares como filopodias,

perturbaciones de la membrana o tunneling nanotubes.

Realizar un trabajo en un area relevante de investigacion cientifica abre nuevas puertas para
comprender y avanzar hacia el entendimiento del complejo mundo celular. Para muchos
investigadores del area, este trabajo mejord la posibilidad de visualizar y analizar
tridimensionalmente estructuras bioldgicas en diferentes perspectivas, y medir el volumen

celular.

Colaboracién con otros proyectos de titulo y de investigacion interdisciplinarios:

informatica, biologia molecular, biofisica, bioquimica.

Resultados obtenidos del desarrollo de este trabajo han sido presentados en congresos

nacionales e internacionales [Har04b/c] [Anc04] [Roj04].
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Anexos

A. Lista de Parametros de Objetos Implementados

A.1 IDLgrImage::Init
The IDLgrImage::Init function method initializes the image object.

Obj = OBJ NEW('IDLgrImage' [, ImageData] [, BLEND FUNCTION{Get,Set}=vector] [,
CHANNEL/{Get, Set}=hexadecimal bitmask] [, DATA {Get, Set}=nxm, 2xnxm, 3xnxm, or 4xnxm
array of image data] [, DIMENSIONS{Get, Set}=[width, height]] [, /GREYSCALE{Get, Set}] [,
/HIDE{Get, Set}] [, INTERLEAVE{Get, Set}={0 | 1 | 2}] [, /INTERPOLATE{Get, Set}]
[LOCATION({Get, Set}=[x, y] or [X,V, z]] [, NAME{Get, Set}=string] [, /NO_COPY {Get, Set}] [,
/ORDER{Get, Set}] [, PALETTE{Get, Set}=objref] [, /RESET DATA({Set}] [,
SHARE DATA {Set}=0bjref] [, SUB RECT{Get, Set}=[X, y, xdim, ydim]] [, UVALUE{Get,
Set}=value] [, XCOORD CONV{Get, Set}=vector] [YCOORD CONV{Get, Set}=vector] [,
ZCOORD_CONV{Get, Set}=vector] )

or

Result = Obj -> [IDLgrImage::]Init( [ImageData] ) (solamente en una subclase del método Init)

A.2 IDLgrPolygon::Init
The IDLgrPolygon::Init function method initializes the polygons object.

Obj = OBJ_NEW('IDLgrPolygon' [, X [, Y[, Z]]] [, BOTTOM{Get, Set}=index or RGB
vector] [, COLOR{Get, Set}=index or RGB vector | , VERT _COLORS{Get, Set}=vector]
[, DATA{Get, Set}=array] [, /DOUBLE{Get, Set}] [, FILL PATTERN{Get, Set}=objref
to IDLgrPattern object] [, /HIDDEN_LINES] [, /HIDE{Get, Set}] [, LINESTYLE{Get,
Set}=value] [, NAME{Get, Set}=string] [, NORMALS{Get, Set}=array] [,
PALETTE=objref] [, POLYGONS{Get, Set}=array of polygon descriptions] [,
REJECT{Get, Set}={0 | 1 | 2}] [, /RESET _DATA{Set}] [, SHADE RANGE/{Get,
Set}=array] [, SHADING{Get, Set}={0 | 1}] [, SHARE DATA({Set}=0bjref] [,
STYLE{Get, Set}={0 | 1 | 2}] [, TEXTURE _COORD{Get, Set}=array] [,
/TEXTURE_INTERP{Get, Set}] [, TEXTURE MAP{Get, Set}=objref to IDLgrImage
object] [, THICK {Get, Set}=points{1.0 to 10.0}] [, XCOORD_CONV {Get, Set}=vector]

[, YCOORD CONV{Get, Set}=vector] [, ZCOORD _CONV{Get, Set}=vector] [,
ZERO_OPACITY_SKIP{Get, Set}={0|1}])

or

Result = Obj -> [IDLgrPolygon::]Init( [X, [Y, [Z]]] ) (solamente en una subclase del método
Init)

A.3 IDLgrVolume::Init
The IDLgrVolume::Init function method initializes the volume object. At least one volume
method must be specified, via arguments or keywords.

Obj = OBJ NEW('IDLgrVolume' [, volO [, voll [, vol2 [, vol3]]]] [, AMBIENT{Get,
Set}=RGB vector] [, BOUNDS{Get, Set}=[xmin, ymin, zmin, xmax, ymax, zmax]] [,
COMPOSITE _FUNCTION({Get, Set}={0 | 1 | 2 | 3}] [, CUTTING PLANES{Get,
Set}=array] [, DATAO0{Get, Set}=[dx, dy, dz]] [, DATA1{Get, Set}=[dx, dy, dz]] [,
DATA2{Get, Set}=[dx, dy, dz]] [, DATA3{Get, Set}=[dx, dy, dz]] [, DEPTH_CUE{Get,
Set}=[zbright, zdim]] [, /HIDE{Get, Set}] [, HINTS{Get, Set}={0 | 1 | 2 | 3}] [,
/INTERPOLATE{Get, Set}] [, /LIGHTING MODEL{Get, Set}] [, NAME{Get,
Set}=string] [, /NO_COPY {Get, Set}] [, OPACITY TABLEO{Get, Set}=256-element byte
array] [, OPACITY_ TABLEI1{Get, Set}=256-element byte array] [, RENDER STEP{Get,
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Set}=[x, Yy, z]] [, RGB TABLEO{Get, Set}=256 x 3-element byte array] |
RGB TABLEI1{Get, Set}=256 x 3-element byte array] [, /TWO_SIDED{Get, Set}] [
UVALUE{Get, Set}=value] [, VOLUME SELECT{Get, Set}={0 | 1 | 2}] [
[
[

2
3

2

XCOORD CONV{Get, Set}=vector] [, YCOORD CONV{Get, Set}=vector]
/ZBUFFER{Get, Set} ] [, ZCOORD_ CONV/{Get, Set}=vector]
ZERO OPACITY_ SKIP{Get, Set}={0|1}])

or

Result = Obj -> [IDLgrVolume::]Init( [volO [, voll [, vol2 [, vol3]]]] ) ( solamente en una
subclase del método Init)

2

2
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B. Cddigo de los Algoritmos Implementados

Modelo de Imagen
pro C_sROIGroupObject::getolmageModel, oObjectModel

ZSlicePosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'z-Slice

Position"))[0]]

ctab = self->getPalette(3)
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Tmage Color"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
x = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) < 40
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = x
ctab=self ->getpalette(x)
endif
maskImage = self->getGroupMaskIntensity()
imDim = size(maskImage, /dim)
img = bytArr(4, imDim[0], imDim[1] )
img[0,* *] = ctab[0,maskImage]
img[1,* *] = ctab[1,maskImage]
img[2,*,*] = ctab[2,maskImage]
img[3,*,*] = (maskImage gt 0) * 255

xp =[-0.5,0.5]

yp =[-0.5, 0.5]

self->getProperty, xCoord conv = xCoord_conv, yCoord conv = yCoord conv, zCoord conv =
zCoord_conv

zp=zCoord_conv[1] * ZSlicePosition

div = 1. * (imDim[0]<imDim[1]) / (imDim[0]>imDim[ 1])

if (imDim[0] It imDim[1]) then xp = xp * div - (.5 - .5 * div) else yp =yp * div - (.5 - .5 * div)

; Creacion del objeto imagen

end

oTexturelmage = obj_new('IDLgrImage', img, $

xCoord_conv = xCoord_conv, yCoord _conv = yCoord _conv, zCoord_conv = zCoord_conv, $
interleave = 0,$

dim=[512,512], $

loc=[0,0], $

hide = 1)

00bjectModel->add, obj_new('IDLgrPolygon’, $
[[xp[01,yp[0],zp].[xp[11,yp[01,zp].[xp[ 1 1.yp[11,zp1,[xp[01.yp[1]zp]], §
texture_coord = [[0,0],[1,0],[1,1],[0,1]], $

texture_map = oTexturelmage, $

/texture_int, $

color=[255,255,255])

Modelo de Bordes
pro C_sROIGroupObject::getoBorderModel, oObjectModel, color = color

if not(keyWord_set(color)) then color = [0,255,0]

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border Color_1'))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
color = [ *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
Color 1')[0]] , *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border Color g')[0]] , self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames
eq 'Border Color_b"))[0]]] > [0,0,0] < [255,255,255]

endif

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border PolygonStyle'))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
modelStyle = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) <2
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = modelStyle
endif
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end

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border Thick"))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
borderThick = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border Thick"))[0]] > 1. < 10.
*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
Thick"))[0]] = borderThick

endif else borderThick = 1.

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border LineStyle"))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
borderLineStyle = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border LineStyle'))[0]] > 0<6
*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
LineStyle'))[0]] = borderLineStyle

endif else borderLineStyle = 0

ZSlicePosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'z-

Position [real]'))[0]]

for i = 0, (self->count())-1 do (self->get(position = i))->addObjectBorderPolygon, color = color,
oModel = 0ObjectModel, modelStyle = modelStyle, borderThick = borderThick, borderLineStyle =
borderLineStyle, ZSlicePosition = ZSlicePosition

Modelo de bordes tridimensional
pro C_sROI3DGroupObject::getoBorderModel, oObjectModel

end

if not(keyWord_set(color)) then color = [0,255,0]

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border Color 1'))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
color = [ *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
Color _1)[0]], *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border Color_g")[0]] ,(*self.pParamStruct).pValues[(where(* (*self.pParamStruct).pNames
eq 'Border Color_b"))[0]]] > [0,0,0] <[255,255,255]

endif

whereParam = (where(* (*self.pParamStruct).pNames eq 'Border Style"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
modelStyle = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) <2
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = modelStyle
endif

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border Thick"))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
borderThick = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border Thick'))[0]] > 1. < 10.
*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
Thick"))[0]]=  borderThick

endif else borderThick = 1.

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border LineStyle"))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
borderLineStyle = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq
'Border LineStyle'))[0]] > 0<6
*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Border
LineStyle'"))[0]] = borderLineStyle

endif else borderLineStyle = 0

for i = 0, (self->count())-1 do (self->get(position = i))->makeZSliceObjectBorderPolygon, color =

color, oModel = o00ObjectModel, modelStyle = modelStyle,borderThick = borderThick,
borderLineStyle = borderLineStyle
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Modelo de Volumen
pro C sROI3DGroupObject::getoVolumeModel, oObjectModel, volumeColor=volumeColor, stack tlb =
stack tlb

xyzFramePixSize = [*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'x-
Size [pixel]'))[0]],*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'y-Size
[pixel]))[0]], *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'z-Size
[pixel])[0]] ]

; conseguir primer objeto y pardmetro de los objetos

volDatal = bytArr(xyzFramePixSize[0], xyzFramePixSize[1], xyzFramePixSize[2])

for i = 0, (self->count()-1) do volDatal[*((self->get(position = i))->getpWherePoints())] = *((self-
>get(position = 1))->getpPointValues())

rgb_table0 = (bytArr(256,3) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,*,*]))

whereNo = where(volDatal 1t ((*self.pVolState).bottomValues[0]))
if (whereNo[0] ne -1) then volDatal[whereNo] =0

whereNo = where(volDatal gt ((*self.pVolState).topValues[0]))

if (whereNo[0] ne -1) then volDatal[whereNo] = 0

case ((*self.pVolState).opacFlag[0]) of
0: begin
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'lst Volume Opacity"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
opacVal = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) < 255
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = opacVal
opacVect 0 =make array(256, /byte, value = opacVal)
opacVect O[ 0 : ((*self.pVolState).bottomValues[0]) ] = 0
if (((*self.pVolState).topValues[0]) le 254) then opacVect 0]
((*self.pVolState).topValues[0])+1 : 255 =0
endif
endcase
else: opacVect 0 =bytArr(256) + (*self.pVolState).opacValues[0,*]
endcase

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq '1st Cutting Plane x"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
x1=fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] >  (-xyzFramePixSize[0]+1)) <
(xyzFramePixSize[0]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = x1
if (x1 le 0) then factorX1 = 1 else factorX1 =-1
endif else x1 =0
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'lst Cutting Plane y'))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
y1=fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] >  (-xyzFramePixSize[1]+1)) <
(xyzFramePixSize[1]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = y1
if (y1 le 0) then factorY1 =1 else factorY1 =-1
endif else yl1 =0
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq '1st Cutting Plane z'))[0]

if (whereParam ne -1) then begin
z1=fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam| > (-xyzFramePixSize[2]+1)) <
(xyzFramePixSize[2]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = z1
if (z1 le 0) then factorZ1 = 1 else factorZ1 = -1
endifelse z1 =0

; Conseguir segundo objeto y parametros del objeto
whereName = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq '2nd Volume Object"))[0]
if (whereName ne -1) then begin
strSelect = *(*self.pParamStruct).pValues[(where( *(*self.pParamStruct).pNames eq '2nd
lume Object))[0]]
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case 1 of
( (strPos(strSelect, 'Channel') ne -1) or (strPos(strSelect, 'channel') ne -1) ) :begin

trNum = s_getRightNumberFromString(strSelect)

clusterPosition=*(*self.pParamStruct).pValues(where(* (*
self.pParamStruct ).pNames eq 'Cluster Position"))[0]]

timePosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq '"Time Position"))[0]]

oROI3DGroup =s _ISegM GetROI3DGroup(stack tlb = stack tlb,
timePosition = timePosition, channelPosition = strNum, clusterPosition =
clusterPosition, fileName = fileName)

endcase

( (strPos(strSelect, 'Time') ne -1) or (strPos(strSelect, 'time") ne -1) ):begin

strtNum = s_getRightNumberFromString(strSelect)

clusterPosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq 'Cluster Position'))[0]]

channelPosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq 'Channel Position"))[0]]

oROI3DGroup =s_ISegM_GetROI3DGroup(stack tlb = stack tlb,
timePosition = strNum, channelPosition = channelPosition, clusterPosition
= clusterPosition, fileName = fileName)

endcase

( (strPos(strSelect, 'Cluster') ne -1) or (strPos(strSelect, 'cluster') ne -1) ):begin
sttNum = s_getRightNumberFromString(strSelect)
clusterPosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq 'Cluster Position'))[0]]
timePosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq '"Time Position'))[0]]

channelPosition = *(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*
self.pParamStruct).pNames eq 'Channel Position"))[0]]

channelPosition = 1

oROI3DGroup =s ISegM GetROI3DGroup(stack tlb = stack tlb,
timePosition = timePosition, channelPosition = channelPosition,
clusterPosition = strNum, fileName = fileName)
endcase
else :
endcase
endif

if (obj_valid(oROI3DGroup)) then begin
volData2 = bytArr(xyzFramePixSize[0], xyzFramePixSize[1], xyzFramePixSize[2])
for i = 0, (0ROI3DGroup->count()-1) do volData2[*((oROI3DGroup->get(position = 1))-
>getpWherePoints())] = *((0ROI3DGroup->get(position = i))->getpPointValues())
rgb_tablel = (bytArr(256,3) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[ 1,*,*]))

whereNo = where(volData2 It ((*self.pVolState).bottomValues[1]))
if (whereNo[0] ne -1) then volData2[whereNo] = 0

whereNo = where(volData2 gt ((*self.pVolState).topValues[1]))

if (whereNo[0] ne -1) then volData2[whereNo] = 0

case ((*self.pVolState).opacFlag[1]) of
0: begin
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq '2nd
Volume Opacity"))[0]
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endif

if (whereParam ne -1) then begin
opacVal = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam]
> () <255
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = opacVal
opacVect 1 =make array(256, /byte, value = opacVal)
opacVect 1] 0 : ((*self.pVolState).bottomValues[1]) ]
=0
if (((*self.pVolState).topValues[1]) le 254) then
opacVect 1 ((*self.pVolState).topValues[1])+1 : 255 ]
=0

endif
endcase
else: opacVect 1 = bytArr(256) + (*self.pVolState).opacValues[1,*]
endcase

whereParam = (where(* (*self.pParamStruct).pNames eq "2nd Cutting Plane x'))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
x2 = fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > (-xyzFramePixSize[0]+1))
< (xyzFramePixSize[0]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = x2
if (x2 le 0) then factorX2 =1 else factorX2 = -1
endif else x2 =0

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 2nd Cutting Plane y'))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
y2 = fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > (-xyzFramePixSize[1]+1))
< (xyzFramePixSize[1]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = y2
if (y2 le 0) then factorY2 =1 else factorY2 = -1
endif else y2 =0

whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 2nd Cutting Plane z'))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
72 = fix((*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > (-xyzFramePixSize[2]+1))
< (xyzFramePixSize[2]-1))
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = z2
if (z2 le 0) then factorZ2 = 1 else factorZ2 = -1
endifelse 22 =0

self->getProperty, xCoord conv = xCoord conv, yCoord conv = yCoord conv, zCoord conv =

zCoord_conv

case (*(*self.pParamStruct).pValues[(where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'Merge

'off":

endcase

'

on':

Volumes'))[0]]) of

begin
00ObjectModel->add, obj new('IDLgrVolume', data0 =volDatal, opacity table0 =
opacVect 0, rgb_table0 = rgb_table0, /interpolate, uValue = '03DVolumeModell',
/zero, xCoord_conv = xCoord_conv, yCoord _conv = yCoord_conv, zCoord conv
= zCoord_conv, cutting_plane = [[factorX1,0,0, x1], [0,factorY 1,0, y1],
[0,0,factorZ1, z1]], ambient = [255, 255, 255],lighting_model=1)

if (obj_valid(oROI3DGroup)) then
00bjectModel->add, obj new('IDLgrVolume', data0 = volData2, opacity table0 =
opacVect 1, rgb table0 = rgb_tablel, /interpolate, uValue = '03DVolumeModel2',
/zero, xCoord_conv = xCoord _conv, yCoord conv = yCoord_conv, zCoord conv
=zCoord_conv, cutting_plane = [[factorX2,0,0, x2], [0,factorY2,0, y2],
[0,0,factorZ2, z2]], ambient = [255, 255, 255],lighting_model=1)

begin
if (x1 It 0) then volDatal[0: -(x1+1),*,*] =0
if (x1 gt 0) then volDatal[ x1:** *]=0
if (y1 It 0) then volDatal[*, 0: -(y1+1),*]=0
if (y1 gt 0) then volDatal[*, y1:**] =0
if (z1 1t 0) then volDatal[*,*, 0: -(z1+1)] =0
if (z1 gt 0) then volDatal[*,*, z1:*] =0
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endcase

volData 0 = (bytArr(256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,0,*]))[volDatal |
volData 1 = (bytArr(256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,1,*]))[volDatal |
volData 2 = (bytArr(256) + transpose((*self.pvolState).rgbValues[0,2,*]))[volDatal ]
case ((*self.pVolState).opacFlag[0]) of
0: begin
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 'lst Volume Opacity"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
opacVal = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) < 255
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = opacVal
volData 3 = make array(xyzFramePixSize[0], xyzFramePixSize[1],
xyzFramePixSize[2], /byte, value = opacVal)
wherel = where(volDatal le (*self.pVolState).bottomValues[0])
if (wherel[0] ne -1) then volData 3[wherel] =0
if (((*self.pVolState).topValues[0]) le 254) then begin
wherel = where(volDatal ge (*self.pVolState).topValues[0])
if (wherel[0] ne -1) then volData 3[wherel] = 0
endif
endif
endcase
else: volData 3 = (bytArr(256) +
transpose((*self.pvolState).opacValues[0,*]))[volDatal ]
endcase

if (obj_valid(oROI3DGroup)) then begin

if (x2 It 0) then volData2[0: -(x2+1),*,*] =0
if (x2 gt 0) then volData2[ x2:** *] =0

if (y2 It 0) then volData2[*, 0: -(y2+1),*] =0
if (y2 gt 0) then volData2[*, y2:* *] =0

if (z2 1t 0) then volData2[*,*, 0: -(z2+1)] =0
if (z2 gt 0) then volData2[*,*, z2:¥] =0

volData 0 = byte((fix(temporary(volData 0) + (bytArr(256) +
transpose((*self.pvolState).rgbValues[1,0,*]))[volData2])) < 255)
volData 1 = byte((fix(temporary(volData_1) + (bytArr(256) +
transpose((*self.pvolState).rgbValues[1,1,*]))[volData2])) < 255)
volData 2 = byte((fix(temporary(volData_2) + (bytArr(256) +
transpose((*self.pvolState).rgbValues[1,2,*]))[volData2])) < 255)
case ((*self.pVolState).opacFlag[1]) of
0: begin
whereParam = (where(*(*self.pParamStruct).pNames eq 2nd Volume
Opacity"))[0]
if (whereParam ne -1) then begin
opacVal = (*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] > 0) < 255
*(*self.pParamStruct).pValues[whereParam] = opacVal
volData2 3 = make array(xyzFramePixSize[0], xyzFramePixSize[1],
xyzFramePixSize[2], /byte, value = opacVal)
wherel = where(volData2 le (*self.pVolState).bottomValues[1])
if (wherel[0] ne -1) then volData2 3[wherel] =0
if (((*self.pVolState).topValues[1]) le 254) then begin
wherel = where(volData2 ge (*self.pVolState).topValues[1])
if (wherel[0] ne -1) then volData2 3[wherel] =0
endif
endif
endcase
else: volData2 3 = (bytArr(256) +
transpose((*self.pvolState).opacValues[1,*]))[volData2]
endcase
volData 3 = temporary(volData 3) > volData2 3
endif
oObjectModel->add, obj new('IDLgrVolume', volume_select = 2, data0 = volData 0, datal
=volData 1, data2 = volData 2, data3 = volData_3, /interpolate, uValue =
'03DVolumeModell', /zero, xCoord conv = xCoord conv, yCoord conv = yCoord conv,
zCoord_conv = zCoord_conv, ambient = [255, 255, 255], lighting_model=1)
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Célculo del VVolumen Celular

; set Object Number Vector
*(*self.pParamStruct).pROINumberVect = (C_sROI3DGroupObject->getObjectNumberVector())

//hacer bucle para determinar el tamafio de cada objeto [voxel]

paramVect = fltArr(nObjects)

for i = 0, nObjects-1 do paramVect[i] = n_elements( *((C_sROI3DGroupObject->get(position = 1))-
>getpWherePoints()) )

; Volumen 3D [Voxel]
if  (whereParamActive[0]) then *(*(*self.pValueStruct)[whereParam[0]]).pROIParamVect =
paramVect

; Volumen 3D [x3]
if (whereParamActive[1]) then begin
pParamStruct = C_sROI3DGroupObject->getpParamStruct()

xSizePerPixel = *(*pParamStruct).pValues[(where(*(¥*pParamStruct).pNames eq 'x-Size
[real]N[O]] * 1. / *(*pParamStruct).pValues[(where(*(*pParamStruct).pNames eq 'x-Size
[pixel]))[0]]
ySizePerPixel = *(*pParamStruct).pValues[(where(*(*pParamStruct).pNames eq 'y-Size
[real])[0]] * 1. / *(*pParamStruct).pValues[(where(*(*pParamStruct).pNames eq 'y-Size
[pixel])[0T]
zSizePerPixel = *(*pParamStruct).pValues[(where(*(*pParamStruct).pNames eq 'z-Size
[real])[O]] * 1. / *(*pParamStruct).pValues[(where(*(*pParamStruct).pNames eq 'z-Size
[pixel]))[0]]

(*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]
*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]]
(*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]]).pValues)[(where(

*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[ 1]]).pNames eq 'y-Size per Pixel'))[0]] = ySizePerPixel
(*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]]).pValues)[(where(
*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]]).pNames eq 'z-Size per Pixel'))[0]] = zSizePerPixel
*(*(*self.pValueStruct)[whereParam[1]]).pROIParamVect = paramVect *
(xSizePerPixel*ySizePerPixel*zSizePerPixel)

).pValues)[(where(
.pNames eq 'x-Size per Pixel"))[0]] = xSizePerPixel
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C. Andlisis de Varianza para la Calibracion de la Distancia entre Cortes en el Eje z
(Z-slices)

ANOVA (andlisis de varianza para comprobar la igualdad de las medias de dos o mas muestras por medio de
la distribucion F)

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE

Data3 A 1 1,77713 1,03401 1,03401
Data3 B 6 1,755 0,07396 0,03019
Data3 C 5 1,706 0,05727 0,02561
Data3 D 6 1,78989 0,09356 0,0382
Data3 E 6 2,14683 0,22139 0,09038
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different
ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 4 0,713340609  0,178335152  10,28964 1,31787E-4
Error 19 0,329299020  0,0173315274

At the 0,05 level, the population means are significantly different.

Means Comparison using Bonferroni Test

Dataset Mean Difference Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05 Level

Data3 A 1,77713 Means Lower Limit Upper Limit

Data3 B 1,755 0,02213 -0,42917 0,47343 No

Data3 C 1,706 0,07113 -0,38657 0,52883 No

Data3 D 1,78989 -0,01276 -0,46406 0,43853 No

Data3 E 2,14683 -0,3697 -0,821 0,08159 No

Data3 B 1,755

Data3 C 1,706 0,049 -0,204 0,302 No

Data3 D 1,78989 -0,03489  -0,27612 0,20634 No

Data3 E 2,14683 -0,39183  -0,63306 -0,15061 Yes

Data3 C 1,706

Data3 D 1,78989 -0,08389  -0,33689 0,16911 No

Data3 E 2,14683 -0,44083  -0,69383 -0,18783 Yes

Data3 D 1,78989

Data3 E 2,14683 -0,35694  -0,59817 -0,11571 Yes
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D. Galeria de Reconstrucciones Tridimensionales

10 um

muerta) de cultivo tipo Hel.a. La reconstruccion se realizo con 1magenes
tomadas en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia. La membrana
de la célula fue marcada con el fluoroforo DilC;s. La muerte necrotica se
manifiesta pocos minutos después de la aplicacion de un estrés mediante peroxido
(H,0,, 32 mM). En Hela, el peroxido induce un desequilibrio en el control de
volumen celular que a su vez conduce a la formacion de vesiculas (blebs) en la
membrana plasmatica. La barra neera en la esauina superior rebresenta 10 um.
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15 um

un microscopio confocal de fluorescencia. La célula fue transfectada
genéticamente con la proteina fluorescente (farnesylated-EGFP) que se une a la
membrana interior de esta célula. La célula transfectada crece en conjunto con
otras cé¢lulas no transfectadas (no visibles). Debido al restringido espacio, la
célula forma diversas prolongaciones que traspasan el espacio entre las células
vecinas en una forma irregular. Se observan finas prolongaciones en la
superficie de la célula (filopodias). La barra en la esquina superior representa
15 pm.
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15 um

La imagen muestra una reconstruccion tridimensional de una célula de cultivo
tipo Hek. La reconstruccion se realizé con 48 imagenes tomadas en el eje z con
un microscopio confocal de fluorescencia. La célula fue transfectada
genéticamente con la proteina fluorescente (farnesylated-EGFP) que se une a la
‘ membrana interior de esta célula. La célula transfectada crece en conjunto con -
otras células no transfectadas (no visibles). Debido al restringido espacio, la
célula forma diversas prolongaciones que traspasan el espacio entre las células
vecinas en una forma irregular. Se observan finas prolongaciones en la superficie
de la célula (filopodias). La barra en la esquina superior representa 15 pm.
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La imagen muestra una reconstruccion tridimensional del complejo pineal de pez
cebra (Danio rerio). La reconstruccion se realizé con 76 imagenes tomadas en el
eje z con un microscopio confocal de fluorescencia. Las células del complejo
pineal expresan una version de la proteina fluorescente verde unida a membrana
(GFP-Gap43) bajo el control de un promotor especifico. En esta vista dorsal se
puede observar la complejidad de formas celulares presentes en esta estructura,
asi como la salida de manojos de proyecciones axones hacia ambos lados del
complejo pineal, en un embrion in vivo de 24 horas postfertilizacion.
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un microscopio confocal de fluorescencia. La célula fue transfectada
genéticamente con la proteina fluorescente (farnesylated-EGFP) que se une a la
membrana interior de esta célula. La célula transfectada crece en conjunto con
otras células no transfectadas (no visibles). Debido al restringido espacio, la
célula forma diversas prolongaciones que traspasan el espacio entre las células
vecinas en una forma irregular. Se observan finas prolongaciones en la superficie
de la célula (filopodias). La barra en la esquina superior representa 15 pm.
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10 um

neuroglial) en un cultivo primario de hipocampo de rata. La reconstruccion se
realizd con 50 imagenes tomadas en el eje z con un microscopio confocal de
fluorescencia. La membrana de la célula fue marcada con el fluroforo DilCis,
observandose un nucleo pequefio con gran numero de prolongaciones largas y
ramificadas (dendritas). La barra en la esquina superior representa 10 pm.
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superior esta preparando la division celular (mitosis) mientras la célula inferior
se encuentra en la interfase (G1). Ambas células estdn conectadas mediante
varios nanotubos. A través de estos nanotubos, las células intercambian
diferentes organelos o componentes de las membranas lipidicas. Se observan
finas prolongaciones en la superficie de ambas células (filopodias). La barra en
la esquina superior representa 10 um.
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reconstrucciones se realizaron con 49 imagenes tomadas en el eje z con un
microscopio confocal de fluorescencia. Las membranas de las células fueron
marcadas con el fluor6foro DilC;s. La deconvolucion permite realizar una
reconstruccion con buena resolucion, definiendo mejor estructuras celulares
(membrana, organelos intracelulares, filopodias). La barra en la esquina superior
representa 10 pm.
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10 um

cultivo tipo HeLa con 2 filtros morfolégicos. La reconstruccion se realizoé con 30
imagenes tomadas en el eje z con un microscopio confocal de fluorescencia. La
membrana de la célula fue marcada con el fluroforo DilCys. El filtro morfologico
separa estructuras pequefias de las grandes.. La barra en la esquina superior
representa 10 pm.
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