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Resumen

La estimacion de volumen a partir de imagenes bidimensionales ha sido una de
las principales aplicaciones de métodos estereoldgicos y de tratamiento digital de
imagenes, especialmente en el area de la medicina en estudios biomédicos. Las
imagenes microscopicas presentan contenido complejo, o bien formas
geomeétricas irregulares, lo que complica la determinacion de volumen y el analisis
del contenido de dichas imagenes. El objetivo del presente trabajo es determinar
el espacio tridimensional del contenido de imagenes microscopicas
bidimensionales, haciendo uso del método de Cavalieri. Utilizando una muestra de
diez imagenes microscopicas (obtenidas de un microscopio electrénico de barrido)
de tamafio 1280x960 pixeles y con una resolucion de 256dpi y 300dpi. Las
imagenes fueron sometidas a un preprocesado para mejorar la calidad de las
mismas, y para posteriormente aplicar el método de Cavalieri, dividiendo cada
imagen en diferentes secciones de igual tamafio para calcular el area de cada
seccion utilizando el método de conteo de puntos. Conociendo el area, se
determiné el volumen del contenido de cada imagen haciendo uso de la ecuacion
matematica basada en el estimador de Cavalieri. La estimacion de volumen para
cada imagen se realizé con tres diferentes tamafios de seccion, obteniendo tres
volimenes diferentes por cada tamafio de seccidon. Los resultados obtenidos se
analizaron estadisticamente con el método de Analisis de Varianza de acuerdo a

la Razén F, con el objetivo de conocer la diferencia existente entre los diferentes
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valores o estimaciones obtenidas. Este analisis sugiere que los resultados son

confiables ya que la diferencia entre estimaciones es despreciable, o que indica la

convergencia a un valor.

Palabras Clave

Estimacion de volumen, imagenes microscopicas, estimador de Cavalieri

I. Introduccién

En la actualidad el calculo o estimacién del volumen partiendo de imagenes
bidimensionales ha tomado relevante importancia, especialmente en el campo de
la medicina donde conocer el volumen de areas o secciones con formas
irregulares de o6rganos de vital relevancia es un requisito apremiante en el
diagndstico oportuno de diversas enfermedades. Tal como lo muestra (Jia-Yann,
Kun-Ju, & Yung-Sheng, 2012) en su trabajo “Sistema de estimacion de volumen
asistido por ordenador totalmente automatizado para la gammagrafia planar de la
tiroides”, donde el célculo del volumen de la glandula tiroidal da paso a determinar
la dosis de yodo activo (o radioactivo) en terapias para tratar el hipertiroidismo, lo
cual toma relevancia ya que una dosis equivoca en dichas terapias causaria
consecuencias graves en el paciente.

De la misma manera, la utilizacion de herramientas estereoldgicas ha
incrementado en estudios biomédicos, donde el célculo de &rea superficial, la
estimacion de volumen y la estimacion de longitud de curvas representan las
principales aplicaciones de los métodos pertenecientes a la estereologia en el
desarrollo y progreso cientifico. De dichas aplicaciones, la estimacion del volumen
es en la que mas se ha procurado indagar, y la que por ende ha sido la de mayor
aplicacion, en especial en el campo de la medicina. Ejemplo de esto, es el trabajo
de (Coronado, y otros, 2010) en el cual hacen uso del Principio de Cavalieri para
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estimar el volumen de la orbita ocular, lo cual ayuda a restablecer la posicion

normal de las estructuras orbitales en traumatismos faciales o implantes oculares,
donde devolver un volumen deficiente puede traducirse en desplazamiento
posterior de un globo ocular dentro de la orbita.

Otro trabajo donde hacen uso de la estimacion de volumen a través del Método de
Cavalieri es el que desarrollaron (Fernandez-Viadero, y otros, 2008) en el cual
calculan el volumen de la corteza cerebral para ocuparlo como indice de
diagndstico de la demencia en personas ancianas. La estimacion del volumen de
la corteza cerebral se realiza a partir de imagenes de resonancia magnética.

Il. Metodologia

Tomando en consideracion la resolucion y naturaleza de las imagenes en estudio,
se propone iniciar el procedimiento con el preprocesado digital de imagenes con el
objetivo de mejorar la calidad de las imagenes. Preprocesada la imagen se aplica
el método o estimador de Cavalieri, en el cual se identifican dos pasos principales:

Calcular Areas de Seccion.- El objetivo de este paso es dividir la imagen en
diferentes secciones del mismo tamano mediante una “sonda sistematica” de
planos (una malla), para proceder a calcular el area de cada seccion haciendo uso
del método “conteo de puntos”.

Estimacion del Volumen.- Se procede a calcular o estimar el volumen del area
deseada en la imagen haciendo uso del Estimador de Cavalieri. para realizar
adecuadamente el calculo del volumen es necesario considetrar la resolucion y
especificaciones de las imagenes microscopicas, es decir, los pixeles por pulgada
de la imagen y las especificaciones propias del microscopio con el que fueron
tomadas las imagenes (profundidad, enfoque y unidad de medida).
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Figura 1 muestra el método propuesto.

Imagen de Entrada
= Sl

Imagen de
Preprocesada

QS0

ESTIMACION DEL VOLUMEN

Figura 1 Método Propuesto

El desarrollo de toda la metodologia fue implementada con el software MatLab® .

Célculo del Area

Esta etapa se inicia con la utilizacién del Método de Cavalieri; este método parte
considerando el problema general de estimar el volumen V' de un objeto

tridimensional de forma arbitraria, fijo y acotado (Fernandez-Viadero, y otros,

2008).
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El procedimiento inicia trazando un eje de direccion arbitraria (eje de muestreo);

sobre este eje se genera una malla sistematica de puntos a una distancia T, para

posteriormente generar un plano de seccion perpendicular al eje de muestreo por
cada uno de los puntos de la malla. El resultado es una sonda sistemética de
planos paralelos (Ver Figura 0). Al cortar la imagen con esta sonda, se obtiene una

muestra sistematica de areas de seccion {4,,4,,...,4,}. Por lo cual el estimador

de Cavalieri sigue la Ecuacion (1).
V=T(A;+4, +A43+ ..+ 4,) (1)

Este estimador es un estimador insesgado, lo que indica que para cualquier valor

de T la media de todas las realizaciones de V obtenidas mediante extracciones
repetidas de un ndmero aleatorio, es precisamente V. Ademas ¥V es consistente,
decir, que converge a ¥ cuando T tiende a cero (Fernandez-Viadero, y otros,

2008).

Figura 0. Sonda Sistematica de Planos Paralelos.

Procediendo a calcular cada area de seccion mediante el método de Conteo de

Puntos, el cual indica que para estimar el &rea A de una figura plana cualquiera se
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genera una malla sistemética de puntos en el plano, la cual se superpone sobre la

figura uniformemente al azar (Ver Figura 2), y proceder con el conteo del nimero

P de puntos que cortan a dicha figura plana. De esta manera se obtiene la

Ecuacion (2).
A=a-P ()

Donde a es el area que corresponde a un punto de la malla. Por ejemplo, para una

malla o rejilla cuadrada de lado d, se obtiene a = d*.

Figura 2 Malla Sistematica de Puntos

Para el conteo de puntos se propuso realizarlo por dos métodos.

e Manual.- En este procedimiento se hace uso de un “eje coordenado” que

sirve como herramienta de seleccién de puntos.

e Automaético.- Este procedimiento hace uso de la imagen preprocesada, su
funcionamiento se basa en los niveles de color de la imagen. El conteo de
puntos se realiza obteniendo las coordenadas de cada punto, de la malla
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sistematica de puntos, para cotejar ese mismo valor de coordenadas en la

imagen, y obtener el valor o tonalidad de color (VC) de esa coordenada.
Posteriormente se compara el valor VC con un umbral de tonalidad clara
(por defecto 255), si VC supera el umbral esto indicara que ese punto debe

ser contabilizado, y en caso contrario el punto debera ser descartado.

Estimacion del Volumen

En esta etapa, se procede a hacer uso de los valores obtenidos en la etapa
anterior para calcular el estimador de Cavalieri (Ecuacion 1). Para este célculo es
necesario realizar ajustes en cuanto a unidades de medida y asi obtener
resultados adecuados. Como primer paso calcular el tamafio de la imagen en
centimetros, por lo que es necesario conocer la resolucion de la imagen (ppi o
ppm) y la unidad de medida en la que esta expresada la resolucion (pulgadas o
metros) para obtener la equivalencia de un pixel en centimetros. De esta forma es

posible ajustar el Volumen estimado, originalmente en pixeles, a centimetros.

[ll. Resultados

En esta seccion se presentan las pruebas realizadas para la estimacién de

volumen a imagenes microscépicas bidimensionales.

Conjunto de datos para prueba
Se conformd una muestra de diez imagenes microscopicas con un tamafio de:
1280x960 pixeles, a cada imagen fue calculada el Area Estimada (Cm2) y el
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Volumen Estimado (Cm3), con valores de Distancia T (distancia entre planos de

seccién) de 200, 320 y 480 pixeles y distancia D (distancia entre puntos de la
malla sistematica de puntos utilizada para calcular el area de seccién) de 30,20 y

10 pixeles. Obteniendo 9 valores de Areas 'y 9 volimenes por imagen.

Para comprobar estadisticamente los resultado, se realizo el Andlisis de Varianza
de acuerdo a la Razon F. para cada distancia T =200, 320 y 448. A continuacion
solo se desarrollara el Analisis de Varianza con Distancia T = 200.

Hy =  Los volimenes calculados son similares.
H; = No todos los volimenes calculados son similares.

Tabla 1 Valores para Analisis de Varianza para Distancia D = 200

Volumen
Imagen

Distancia D = 30 | Distancia D = 20 | Distancia D = 10
00 126.399 125.367 125.44
01 108.81 107.402 106.686
02 99.8518 100.362 99.949
FeN-0_1Ac-01 174.583 169.485 169.758
FeN-0Ac-01 206.933 205.976 204.843
FeN-1_1Ac-01 158.76 160.264 160.831
FeN-2_1Ac-01 182.143 182.065 183.179
FeN-9 7Ac-01 160.694 161.515 160.85
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FeN-16_1Ac-01 161.397 161.046 160.87
FeN-16_1Ac-02 152.431 153.857 154.384
Con los datos de la Tabla 1, el wvalor calculado para
Forussa gg igual a 0.00075 . Por otra parte, teniendo en cuenta un valor de a = 0.05

y calculando los grados de libertad (2 para el numerador, y 27 para el
F

Prusba

denominador) el valor de Frapia es igual a 3.35, resultando que = Ffﬂb:ﬂ.

Por lo tanto se concluye que no existe variacion importante entre los volimenes

calculados.

IV. Conclusiones

El desarrollo de un estimador de volumen partiendo de imagenes bidimensionales,
haciendo uso de herramientas computacionales y de métodos estereoldgicos,
genera un aporte relevante en la automatizacion y mejoramiento de procesos de

analisis de informacion, tales como el andlisis de imagenes microscépicas.

Por otra parte, dentro de la etapa de Calculo del Area, y de acuerdo a la
adaptabilidad del método, se hizo relevante determinar la direccion del eje de
muestreo (Horizontal o Vertical) ya que la posicion de éste impactaria
directamente en la “cantidad” de contenido a analizar, es decir, si la posicion del
eje de muestreo no fuera la éptima, al hacer la division de secciones, cabria la
posibilidad de omitir regiones de interés dentro de la imagen y por ende disminuir
la fiabilidad de la estimacion de volumen. También, dentro de la etapa de Calculo
del Area, en la determinacion de la distancia entre secciones (distancia T) y de la
distancia entre puntos (distancia D) del método de Conteo de Puntos, fue
necesario llevar a cabo pruebas con diferentes distancias para captar la
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variabilidad o diferencia entre estimaciones de volumen, y asi sugerir la Optima

combinacion de distancias. Esto permitido determinar que el valor de las distancias
a utilizar depende esencialmente del tamafio de la imagen; sin embargo, se
sugiere tomar en cuenta que la distancia T no debe ser mayor al 35% del tamafo
de la imagen, y que la distancia D no debe ser mayor al 2% del tamafo de la

imagen.

Las estimaciones resultantes de la aplicacion de la metodologia y los resultados
obtenidos del Andlisis de Varianza sugieren que el uso del estimador de volumen
a partir de imagenes microscopicas bidimensionales es confiable, esto debido a
que la diferencia entre resultados es despreciable y por ende existe un valor al

cual se converge.
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