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Resumen

Con este proyecto se logra el desarrollo e implementacion de una intuitiva apli-
cacion biomédica. La interfaz de usuario creada va acompanada de dos algoritmos
de analisis y procesamiento de imagenes de microscopia. Dichas fotografias son rea-
lizadas en el Servicio de Bioelectromagnetismo del Hospital Universitario Ramén y
Cajal de Madrid.

La solucién propuesta cuantifica el porcentaje de cicatrizacion de una brecha
practicada sobre células epiteliales tras la aplicacion de Electroterapia en forma de
pulsos de corriente de 448 KHz a distintos intervalos de tiempo.

Este proyecto tiene como finalidad facilitar el trabajo del equipo investigador y
técnico del Servicio, consiguiendo un método de medida objetivo, fiable y con un
nivel minimo de error.

Para llevar a cabo este trabajo, se ha utilizado Matlab y sus diversas Toolboxes de
procesamiento de imagenes. Queriendo finalmente comprobar si existen diferencias

significativas tras la electroestimulacién, se han analizado los resultados de una serie
de experimentos con ayuda de Statgraphics.

Palabras clave: cicatrizacion, células epiteliales, electroterapia.
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Abstract

The goal of this project is to develop a software application for automatic bio-
medical image segmentation. The new method use two artificial vision algorithms.
One of them is based in experience, the other one uses the different textures that
exist in the same image.

The interface offers the possibility of measuring the area of a wound practiced
on keratinocytes, the predominant cell type in the epidermis. Besides, the solution
quantifies the percentage of wound healing after apply Electrotherapy at different
time intervals.

This project aims to facilitate the work of research and technical service team of
Ramon y Cajal hospital in Madrid, achieving an objective and reliable measurement
method.

To complete this work, the numerical results obtained from the biomedical appli-

cation have been analysed with statistical programs, getting some very interesting
conclusions for current research.

Keywords: wound, keratinocytes, Electrotherapy.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivacion del proyecto

Este proyecto nace en el Laboratorio del Servicio de Bioectromagnetismo del Hos-
pital Ramén y Cajal de Madrid. Surge debido a la necesidad existente de encontrar
la manera de automatizar una etapa de analisis y procesamiento de imagenes de
microscopia. Esta tarea, perteneciente a una técnica experimental basica, resultaba
tediosa, mondtona y poco objetiva.

Por ello, se ha tratado de encontrar una solucion que resulte eficaz y 1util, pu-
diendo ahorrar mucho tiempo al equipo de investigacién y perfeccionar las técnicas
utilizadas.

1.2. Objetivos

El principal objetivo de este proyecto es el diseno y la busqueda del algoritmo de
procesamiento de imagenes mas 1util y eficaz para un determinado tipo de microfo-
tografias, de manera que puedan analizarse las mismas obteniéndose el minimo error.

Asi mismo, otro de los objetivos es acompanar a dicho algoritmo de una interfaz
de usuario de uso lo mas simple e intuitivo posible, de forma que las imégenes no
tengan que ser procesadas de una en una, sino por directorios o carpetas.

1.3. Estructura del documento

A continuacién y para facilitar la lectura de este documento, se resume breve-
mente el contenido del que consta cada capitulo.

= En el primer capitulo se realiza una pequena introduccién donde se pueden
encontrar los objetivos y la motivacion de este proyecto.

En el segundo capitulo se encuentra el estado del arte.

En el tercer capitulo se comentan los fundamentos del estudio de investigacién
que han sido la base del proyecto.

En el cuarto capitulo se profundiza en el protocolo de investigacién empleado.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En el quinto capitulo se resumen las herramientas utilizadas para el procesa-
miento de microfotografias.

En el sexto capitulo se tratan los algoritmos de segmentacion y procesamiento
desarrollados.

El séptimo capitulo habla sobre diseno y desarrollo de interfaces gréficas de
usuario.

En el capitulo octavo se especifica el funcionamiento de la aplicacion biomédica
creada.

En el capitulo noveno se encuentra el marco tedrico de la estadistica utilizada.

En el capitulo décimo se resume el anélisis de los datos proporcionados por la
aplicacion biomédica.

En el capitulo undécimo se tienen los resultados obtenidos del analisis y su
discusion.

En en capitulo duodécimo se habla sobre la gestién del proyecto y su planifica-
cién.

En el ultimo capitulo se resumen las conclusiones del trabajo llevado a cabo.

Al final del documento, se pueden encontrar los anexos y la bibliografia utili-
zada.



Capitulo 2

Estado del arte

2.1. Introduccién al procesamiento de imagenes biomédicas

El campo de las imagenes médicas ha sido uno de los que mas se ha beneficiado
de los avances tecnologicos en las tltimas décadas.

A finales del sigo XIX y mientras investigaba la fluorescencia violeta que gene-
raban los rayos catddicos, el fisico aleman Wilhelm Conrad Rontgen descubrio los
Rayos X. Este hecho marco el comienzo de la imagen médica. Pronto, las imagenes
de Rayos X se utilizaron para hacer radiografias, que resultaron de gran utilidad en
el diagnéstico médico.

Figura 2.1: A la izquierda, la primera radiografia que W. Conrad Roéntgen realizo: la mano de su
mujer; a la derecha, el fisico alemén.

Pocos anos después, a comienzos del siglo XX y con la aparicion de la television,
se consiguié una mayor resolucién en la obtencién de iméagenes en tiempo real, pu-
diendo visualizarlas en monitores.

Tres décadas més tarde apareceria la Tomografia Axial Computarizada (TAC) y
el primer tomdégrafo comercial, permitiendo visualizar el cuerpo humano en seccio-
nes o rodajas.

Desde su existencia, las imagenes biomédicas han sido analizadas e interpretadas
por profesionales del campo de la salud y la investigacién, con todo lo que ello
conlleva.



4 CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

En los ultimos anos, con la constante introduccién de algoritmos de analisis y
procesamiento de imagenes en este campo, se esta dando solucién a problemas exis-
tentes y hasta el momento no abordados, permitiendo asi que grandes avances en
la Ciencia y en la Medicina tengan lugar. Con ello se permite automatizar tareas
laboriosas y monotonas, tardando una minima parte del tiempo que invertiria el per-
sonal médico y cientifico en realizar dicho analisis manualmente y siendo el resultado
mucho mas preciso, minucioso, elaborado y objetivo. Con los resultados facilitados
por el algoritmo o la interfaz con la que el profesional trabaja, a éste tltimo ya solo
le queda realizar la interpretacion de los mismos y establecer el diagndstico final.

A continuacion, se resumen dispares métodos utilizados actualmente para lle-
var a cabo la segmentacién, el procesamiento y el analisis de imagenes biomédicas,
en concreto en imagenes de microscopia. Se pueden dividir en dos categorias bien
diferenciadas: métodos manuales y métodos automatizados.

2.2. Procesamiento manual de imagenes biomédicas

Como ya se ha comentado anteriormente, el procesamiento de determinadas
iméagenes de investigaciéon se sigue realizando, en gran medida, de manera manual,
debido, en muchas ocasiones, a la falta de medios digitales o de herramientas in-
formaticas que lo generen.

En el area de la microscopia, son muchos los centros que atin no disponen de algo-
ritmos de procesamiento de microfotografias para resolver problematicas especificas,
teniendo que adaptarse a los medios de los que disponen.

2.3. Procesamiento digital de imagenes biomédicas

La aparicion en las ultimas décadas de técnicas méas modernas de imagen médica
ha hecho posible grandes avances en biomedicina. Ejemplo de ello son las Reso-
nancias Magnéticas o los Rayos-X por Tomografia Computarizada (TAC), ya men-
cionado anteriormente. Técnicas como estas permiten obtener imagenes altamente
detalladas permitiendo asi al personal cualificado dar un mejor diagnéstico o detec-
tar una gran variedad de enfermedades a corto plazo.

Figura 2.2: M4quina de Resonancia Magnética

Desde los anos 70 existe un aumento del uso de técnicas y algoritmos de Vision
Artificial aplicados al andlisis de imagenes biomédicas. A pesar de esto, el desarrollo
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de estas herramientas no ha logrado grandiosos avances [20], debido a que los propios
profesionales encargados del andlisis de las imégenes muestran, en algunas ocasiones,
ciertas reticencias a la informatizacién de los mismos.

2.3.1. Procesamiento digital de microfotografias

Actualmente, el procesamiento de imagenes de microscopia es una accién que
se lleva a cabo a diario en todos los laboratorios de investigacién. Dentro de la
inmensa diversidad del &mbito médico y biolégico existen innumerables tipologias de
imagen realizadas con microscopio. Los mas comunmente utilizados son los 6pticos
convencionales, aunque en biologia celular también destacan los microscopios de
fluorescencia. [6]

Figura 2.3: Microscopio de fluorescencia

Si bien es cierto que hoy en dia, salvo los microscopios que se emplean en salas de
cultivo, todos los utilizados en investigacién biomédica incluyen un software de pro-
cesamiento propio, que permite analizar y realzar automaticamente la informacién
requerida, para que su interpretacién por el profesional sea mas sencilla y directa. El
problema aparece cuando es necesario disponer de algoritmos que realicen funciones
muy especificas. [20]

Un inconveniente que aparece a la hora de informatizar estas funciones y que se
ha de tener en cuenta, es que el diseno de una herramienta de analisis para este
tipo de imégenes es, en gran medida, dificultoso, puesto que estas aplicaciones sue-
len estar destinadas inicamente a una problemética concreta [20] y bien definida;
es decir, es inusual que el algoritmo disenado pueda ser altamente reutilizable para
otro otro tipo de imagen, pues existen multiples tipologias.

Otro factor a tener en cuenta es la importancia de la calidad de las imégenes, éstas
deben haber sido tomadas en condiciones 6ptimas. Los algoritmos de procesamiento
pueden no funcionar correctamente y cometer graves errores si las capturas presentan
ruido o manchas. Por lo tanto, obtener el méaximo rendimiento de estas herramientas
dependerd, en gran medida, del proceso previo a la segmentacion, que es la toma de
las imagenes y la calibracion de los instrumentos destinados a ello.
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Es evidente el ahorro de tiempo que supone automatizar y digitalizar la ejecu-
cién de las tareas de segmentaciéon de microfotografias, permitiendo al profesional
destinar este tiempo a otras tareas que requieran su atencién y reduciendo el tiempo
invertido en realizar un diagnéstico.

2.4. La Ingenieria Biomédica del futuro

Lanzando la vista al futuro, es incuestionable que los avances en la automatiza-
cion de procesos de andlisis de imagenes biomédicas van a ser excepcionales y que los
algoritmos de procesamiento y los programas destinados a ello van a ir mejorandose
a pasos agigantados.

A dia de hoy estas técnicas ya se estan incluyendo, por ejemplo, en cirugias en
tiempo real, donde el especialista es capaz de planificar la intervencién y el acceso
antes de proceder a ella.

No se conoce un tiempo finito, pero contemplando la velocidad a la que avanza
la tecnologia y la informatica en nuestros dias, si incita a ser optimista y a pensar
que en un plazo relativamente corto, se fusionaran medicina e ingenieria para llegar
a limites insospechables.

2.5. Problema a resolver mediante procesamiento de image-
nes

Las problematicas que se pueden encontrar a dia de hoy en hospitales y labora-
torios de investigacién que podrian ser automatizadas en un futuro no muy lejano
son innumerables.

En este capitulo se hablard de la problematica a la que se ha puesto solucién
con ayuda de algoritmos de andlisis y procesamiento de imagenes de microscopia.
Asi mismo, se intentard poner en situacién al lector sobre el estado en el que se
encontraba la misma antes de ser automatizada.

2.5.1. Medida de un area sobre microfotografias

Como se ha comentado anteriormente, los software actuales que incorporan los
microscopios no suelen prestar soluciones a problemas muy especificos. En este pro-
yecto, se ha tratado de mejorar la técnica de medida utilizada para cuantificar un
area.

Es importante especificar que todas las imagenes procesadas con el algoritmo
desarrollado forman parte inicamente de ese proyecto, y se resumen en imagenes de
cultivos de células epiteliales que muestran la apariencia de la Figura 2.4.

Como se puede apreciar, en las imagenes se evidencia un surco destacable. Esta
brecha, como se explicara en profundidad en el siguiente capitulo, simula una herida
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en las capas superficiales de la piel. Este tipo de imégenes son realizadas a distintos
intervalos de tiempo, dejando asi constancia de la cicatrizacién de la herida.

Figura 2.4: Microfotografia de la brecha.

Figura 2.5: Ejemplo de cicatrizacién en un intervalo de seis horas.

Para medir el area de este surco de manera objetiva y con un reducido error, se
ha desarrollado un algoritmo de Vision Artificial que realiza esta acciéon de manera
automatica. Dicho algoritmo se analizara més adelante, en el capitulo seis.

Figura 2.6: Resultado que se muestra tras procesar la imagen.

Como se observa en la figura anterior, el algoritmo identifica la superficie a cuanti-
ficar y la senaliza, quedando su perimetro marcado por una linea negra poco gruesa.

2.5.2. Estado de la técnica antes de automatizarla.

Tras diversas busquedas de informacion y sabiendo que en otros laboratorios del
resto del mundo se realiza esta misma técnica experimental, se traté de conocer la
manera en que se mide esta superficie. Los métodos utilizados son muy diferentes,
pero todos tienen algo en comun: ninguno ellos mide area de forma directa, sino
distancias entre puntos situados a ambos extremos del surco, para luego realizar
estimaciones.
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Uno de los primeros métodos de los que se tuvo conocimiento, trata de medir
directamente desde el microscopio, disponiendo éste de una regla incorporada. En
este caso no se llegan a realizar las microfotografias, simplemente se anotan varias
distancias del ancho de la brecha (generalmente tres) y se realiza después la media
de los valores anotados.

Otro método, algo més informatizado, es realizar la misma operacién, pero en
este caso, llegando a capturar las imagenes con una camara incorporada a un mi-
croscopio 6ptico. Con ayuda de un programa avanzado de ediciéon fotografica como
es Photoshop, se mide la anchura del surco en tres puntos equidistantes a lo largo
de la fotografia. Después, al igual que en el primer método, se realizan las medias
de las medidas anotadas.

Figura 2.7: Microscopio 6ptico utilizado para la toma de imégenes.

Un tercer y ultimo método que se conoce, es la utilizaciéon del programa ImageJ
[3] [9] [12], del que se hablard detalladamente en el capitulo de herramientas de
trabajo. En esta metodologia, las imédgenes son procesadas con este software, donde
se pueden programar algoritmos en lenguaje Java. En este caso, se acotan entre
cincuenta y sesenta distancias de la anchura de la brecha a lo largo de toda ella y,
finalmente, de igual manera que para los otros métodos, se realiza una media de
estas longitudes.

Figura 2.8: Logotipo del programa ImageJ.

Todas estas técnicas son validas y aceptadas entre la comunidad cientifica, pero
pueden ser perfeccionadas. De ahi el interés del proyecto de ingenieria llevado a
cabo, pudiendo cambiar el enfoque de lo que se mide: area en lugar de distancias.



Capitulo 3

Investigacion biomédica en
Electroterapia

En este capitulo se explicara detalladamente en qué consiste el estudio de investi-
gacion trienal que se lleva a cabo actualmente en el Laboratorio de BioElectromag-
netismo del Hospital Ramoén y Cajal de Madrid, para el cual ha sido desarrollado
este proyecto.

3.1. Objetivo del estudio de investigacion

Uno de los objetivos del estudio de investigacién es saber cémo funciona, a nivel
biolégico, un tipo concreto de terapia eléctrica que se aplica actualmente en clinicas.
Para ello, se realizan una serie de técnicas de investigacion en las que se simula
una herida utilizando cultivos celulares de piel, para mas adelante comprobar si la
cicatrizaciéon de la misma es mas veloz al serle aplicado el tratamiento. La metodo-
logia llevada a cabo se explicara detalladamente en la tltima seccion de este capitulo.

El anélisis de los efectos del tratamiento se trata de establecer, como es logico,
al final del experimento, simplemente realizando una comparativa entre cultivos
celulares que han recibido estimulaciéon eléctrica y cultivos que no lo han hecho.

3.2. Fundamentos del estudio de investigacion

El proyecto de investigacion que se realiza tiene sus origenes en la necesidad de
conocer si existen efectos significativos al aplicar, en cultivos de células epiteliales
humanas, Electroterapia, o mas concretamente, la terapia por Transferencia Eléctri-
ca Capacitiva Resitiva (TECR). De estas terapias eléctricas se conocen sus efectos
terapéuticos desde hace casi cien anos.

Con el objetivo de establecer una base sélida, se explicardn seguidamente los
fundamentos de este tipo de terapias y algunas de sus aplicaciones médicas.

3.2.1. Qué es la Electroterapia

Por definicién, se denomina Electroterapia a la aplicacién de energia electro-
magnética al organismo. Esta puede ser aplicada de diversas formas, cominmente

9
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en forma de campos electromagnéticos o mediante corrientes eléctricas. El fin de esta
terapia es producir en el organismo alteraciones tanto bioldgicas como fisioldgicas
con el objetivo de conseguir una mejora frente a una lesion o una enfermedad.

Desde hace tiempo, estas terapias se utilizan regularmente en dermatologia, trau-
matologia, medicina estética y en medicina del deporte para aliviar dolores muscula-
res o fomentar la irrigacién sanguinea. Asi mismo, actualmente se estan empezando
a aplicar en el campo de la oncologia como coadyudantes en el tratamiento de de-
terminados tipos de tumores [2].

Se sabe que el organismo es un conductor de segundo orden (los iones contenidos
en las disoluciones y dispersiones coloidales transmiten la energia aplicada) [13]. Co-
mo es logico, la mayor o menor conductividad de un tejido dependeré del contenido
de agua como disolvente y los solutos que incorpore. Asi, se podrian considerar a la
piel, los tendones, los cartilagos y los tejidos musculares como buenos conductores,
mientras que las unas, el pelo y los huesos seran todo lo contrario.

Las terapias basadas en corrientes eléctricas son muy variadas y se diferencian
en el tipo de corriente utilizada y en su modo de aplicacion. Estas se agrupan en
funcién de los efectos que generen sobre el organismo, en funcién de las frecuencias
y en funcién de las formas de onda. [17]

Pueden aplicarse en forma de pulsos aislados o de trenes o rafagas. Ademads, la
aplicacion también puede ser mantenida durante unos instantes y a frecuencia fija.

Se utilizan corrientes del espectro electromagnético no ionizantes, cuyo limite se
encuentra en las radiaciones ultravioleta de tipo B. La frecuencia a aplicar variara en
funcion de la lesion a tratar, yendo desde los 0 a los 1.000 Hz (baja frecuencia) hasta
los 450.000 - 600.000 Hz (alta frecuencia). Dentro de este tltimo rango del espectro de
radiofrecuencias, se encuentra la terapia electrotérmica por Transferencia Eléctrica
Capacitiva Resistiva (TECR), cuyos efectos han sido y son objeto de estudio del
proyecto trienal de investigacion que se menciona. [17] [18]

3.2.2. Transferencia Eléctrica Capacitiva Resistiva (TECR)

La técnica de Transferencia Eléctrica Capacitiva Resistiva (TECR) consiste en la
aplicacion de una corriente eléctrica de radiofrecuencia. Al atravesar esta corriente
los tejidos blancos, induce en ellos un potencial eléctrico que da lugar a un incremen-
to térmico. Esta técnica se basa en dos principios fisicos, que son: la transferencia
eléctrica capacitiva (TEC), que permite transferir la corriente de radiofrecuencia a
los tejidos a tratar aprovechando las propiedades de acumulacion de carga eléctrica
de los condensadores, y la transferencia eléctrica resistiva (TER), que aprovecha
directamente la resistencia de los tejidos al paso de la corriente eléctrica.

Tanto en el caso capacitivo como en el resistivo, la corriente genera un movimien-
to de iones o particulas cargadas (sin desplazamiento neto de cargas) presentes en
los tejidos expuestos. Dicho movimiento es el que da lugar a incrementos de tempe-
ratura en los mismos, que son consecuencia directa de los fendmenos de rozamiento
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entre particulas adyacentes. [7]

En los tratamientos terapéuticos, las corrientes TECR son aplicadas mediante
electrodos de acero inoxidable conectados a un generador de senales. De este modo,
la corriente proveniente del generador se aplica mediante un electrodo mévil (de-
nominado electrodo activo), que se desplaza manualmente sobre la regién a tratar,
previamente lubricada con crema conductora. El circuito es cerrado con un electro-
do de retorno (denominado electrodo inmévil), que se coloca en la regién anatémica
opuesta a la zona tratada.

Cabe destacar que los electrodos que se usan en las clinicas son distintos a los
utilizados en los experimentos realizados en estudios in vitro, que fueron fabricados
ad hoc para su colocacién en las placas Petri del laboratorio. [17]

3.2.3. Aplicaciones médicas de la terapia TECR

La evidencia clinica sobre las aplicaciones de la terapia TECR es todavia muy
limitada, si bien, los estudios publicados han aumentado en ntimero durante los
ultimos anos y abarcan disciplinas muy diversas. La gran mayoria de estos estudios
son realizados en rehabilitacion fisica, pero sobretodo en medicina deportiva para el
tratamiento de lesiones osteoarticulares, donde esta terapia ha sido empleada con
éxito para disminuir el dolor de pacientes con lesiones musculares y/o 6seas crénicas
o agudas. [19] Esta terapia también se ha mostrado eficaz en patologias del tendén
y en lesiones deportivas, donde otras terapias fisicas o quimicas no habian resultado
efectivas.

Figura 3.1: Aplicacién del tratamiento TECR.

Otras disciplinas donde se ha aplicado la terapia TECR incluyen la neumologia,
la regeneracién de lesiones vasculares y la oftalmologia.
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Capitulo 4

Protocolo de investigacion
empleado

Como ya se ha comentado anteriormente, el objetivo del estudio de investigacion
es conocer, a nivel celular, como y por qué esta terapia es capaz de regenerar heridas,
y para ello, se emplea una técnica conocida como Wound assay sobre cultivos de
queratinocitos humanos.

La técnica llevada a cabo puede durar hasta veinticuatro horas y se resume en
electro-estimular, a distintos intervalos de tiempo, cultivos monocapa de células epi-
teliales a los que a las cero horas se les ha realizado un surco, que simula una herida
en las capas mas superficiales de la piel. Midiendo y analizando el area de esas
brechas en los espacios de tiempo correspondientes y comparandolas con las de los
los cultivos sin estimular, se trata de construir una teoria final sobre los efectos del
tratamiento.

Los pasos previos hasta obtener las imagenes de microscopia a procesar utili-
zando el algoritmo de Vision Artificial desarrollado, forman parte de un protocolo
experimental que se detalla a continuacién.

1. Cultivo o siembra de células epiteliales
La linea celular sembrada se denomina HaCa'T, esto es, se trabaja con quera-
tinocitos humanos.

Estas células se siembran en placas Petri y tardan un tiempo promedio de una
semana en formar monocapa. Para realizar el experimento, se utiliza, por un
lado, un cultivo de esta linea celular que se estimulard con corrientes, y por
otro, lo que se denominan un cultivo control, es decir, un cultivo que no se
trata y que se utilizarda mas adelante para comparar con el que si haya sido
expuesto.

2. Realizacién del surco en la monocapa
Cuando ya se dispone de monocapa de células en las placas Petri, es cuando
se realiza la brecha. Se hace con ayuda de una punta de micropipeta P1000 o
P200. La brecha mide de largo entre dos o tres centimetros y sera la que simule
la herida en la superficie de la epidermis.

3. Dibujo de marcas guia en las placas Petri
Para facilitar la toma de las imagenes con el microscopio, se dibujan tres marcas

13
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guia perpendiculares a la brecha a lo largo de toda ella. Estas marcas se realizan
con un rotulador en el reverso de la placa Petri. Asi mismo, se indican doce pun-
tos situados a ambos lados de la brecha, por encima y por debajo de cada linea.

En la Figura 4.1 se muestra una placa Petri con las marcas guia realizadas y lo
que seria la brecha, simulada por la linea roja hecha a rotulador.

Figura 4.1: Placa Petri con las marcas guia en negro y la simulacién de la brecha en rojo.

En los intervalos de tiempo que corresponda, se calculard el area de la misma.

. Realizacion de imagenes de microscopia a las cero horas
Las fotografias se realizan con un microscopio Nikon, modelo TMS-F que in-
corpora una camara digital de marca y modelo Nikon D90 (Figura 4.2). El
objetivo empleado es 10x (Figura 4.3) y todas las imdgenes estan realizadas
con el mismo aumento. Los objetivos empleados son los del propio microscopio,
la cdmara tinicamente captura las imagenes.

Figura 4.2: Microscopio 6ptico utilizado para la toma de imagenes.

La intensidad de la luz a la hora de capturarlas es siempre la misma, la maxima
ofrecida por la lampara del microscopio. Este paso es primordial, ya que el ren-
dimiento de algoritmos de Visién Artificial destinados a procesar este tipo de



Figura 4.3: Objetivos del microscopio 6ptico.
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imagenes serd proporcional a la calidad de las imégenes tomadas, teniendo en
cuenta factores como la iluminacién, el ruido, manchas que puedan aparecer,

el enfoque, etc.

El nimero de imagenes que se realizan de una unica placa Petri es de seis, dos

por cada marca guia horizontal (una por encima y otra por debajo de cada

marca). A cada una de las seis zonas fotografiadas se le asigna el nombre de
‘punto’; por lo que al final, se tendrén seis puntos (puntol, punto2,...,punto6).

Figura 4.4: Esquema donde se muestran los pasos segundo, tercero y cuarto del experimento.

5. Electro-Estimulacion de las placas Petri

Para aplicar la terapia TECR a las placas, se procede a la introduccion de los
electrodos en las mismas. Seguidamente, los electrodos se conectan en serie pa-

ra que todas sean atravesadas por la misma intensidad. El circuito se conecta

al estimulador de radiofrecuencia y se introducen en la incubadora donde man-

tendran las condiciones iddneas para su cultivo.

El tratamiento eléctrico es a 100 microamperios por milimetro cuadrado apli-

cado en pulsos de cinco minutos cada, aproximadamente, cuatro horas, y

la

duracion total de la estimulacion depende del ensayo; puede ser durante cua-

tro, seis, doce o veinticuatro horas.

Las placas control que no son tratadas eléctricamente, también son introducidas

en una incubadora.
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6. Obtencién de imagenes de microscopia post-tratamiento / Siguiente

estimulacién

En funcién del experimento, en este paso se volvera a estimular las placas si es
necesario, o bien, si no procede, seran extraidas del estimulador y se realizara
la segunda tanda de imagenes. A cada imagen se la nombra como XH, donde
X son las horas(H) a las que ha sido realizada la captura (por ejemplo, 0H, 4H,
etc). Finalmente, las imdgenes se almacenan por carpetas denominadas PUN-
TOX, donde X representa un nimero del uno al seis (por lo explicado en el
cuarto paso). (Este detalle serd importante en el capitulo ocho, donde se habla
del funcionamiento de la aplicacién biomédica desarrollada.)

En estas iméagenes ya es apreciable cémo la herida ha cerrado. El porcentaje
de cicatrizacién sera proporcional a las horas que hayan transcurrido desde que
fueron introducidas en el estimulador.

Del mismo modo, las placas control también son fotografiadas.

Figura 4.5: Imagenes de microscopia a procesar donde se puede observar el estado de la brecha a
diferentes horas.



Capitulo 5

Herramientas para el
procesamiento de microfotografias

El procesamiento de imagenes de microscopia es una etapa trascendental para
aquellos colectivos e industrias que trabajan en areas como diagnéstico médico, in-
vestigacion o analisis de datos en laboratorio.

En este capitulo se hablara de las principales herramientas que se utilizan hoy en
dia para desempenar estas funciones.

5.1. MATLAB

Disponible para las plataformas de Unix, Windows y Apple, MATLAB [16], abre-
viatura de MATrix LABoratory, es un entorno de analisis y desarrollo utilizado
actualmente por una inmensa mayoria de ingenieros y cientificos.

Figura 5.1: Logotipo de MATLAB.

Este software matemdtico con lenguaje de programacién propio (lenguaje M)
ofrece un entorno de desarrollo integrado (IDE), y estd presente en diversas areas
de trabajo e investigacién, como pueden ser: naves espaciales interplanetarias, dis-
positivos de monitorizacion de la salud o redes eléctricas inteligentes, entre otros
muchos campos.

Esta plataforma, esta optimizada para resolver problemas de ingenieria y cientifi-
cos, integrando andlisis numérico y calculo matricial.
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De entre su multitud de prestaciones basicas, las mas utilizadas en este proyecto
son la manipulacion de matrices, la implementacién de algoritmos y la creacién de
interfaces de usuario (GUI), de la que se hablard mas adelante.

Esta herrmienta, ademas de incorporar un inmenso conjunto de comandos desti-
nados al tratamiento de datos, optimizacion o cédlculo, entre otros, pone a disposicion
del usuario las denominadas toolbozes (cajas de herramientas), consistentes en pa-
quetes de funciones para trabajar en areas concretas.

Algunas de estas areas incluyen diseno, identificacién y modelado de sistemas
de control, procesamiento de senales, finanzas computacionales, redes neuronales o
procesamiento de imagenes y Visién Artificial. Este tltimo sector ha sido el mas
trabajado en este proyecto.

5.1.1. Image Processing Toolbox

Para el caso de manipulacién de imagenes se emplea esta toolboz [15], que pro-
porciona un conjunto completo de algoritmos, funciones y aplicaciones para el pro-
cesamiento, el analisis y la visualizacion de imégenes, asi como para el desarrollo de
algoritmos.

Mediante los comandos que incorpora esta caja de herramientas, se pueden llevar
a cabo analisis, segmentacién y mejora de imagenes, reduccion de ruido y transfor-
maciones geométricas.

Figura 5.2: Ejemplo de eliminacién de ruido utilizando funciones de Image Processing Toolbox.

Ademas, Image Processing Toolbox soporta un conjunto diverso de tipos de image-
nes. Las caracteristicas y aplicaciones de visualizaciéon permiten explorar imagenes
y videos, examinar una region de pixeles, ajustar el color y el contraste, crear con-
tornos o histogramas y manipular regiones de interés.

Como resultado, las funciones que incorpora esta toolbox hacen facil e intuitivo
efectuar el procesamiento de iméagenes y las operaciones de andlisis de morfologia
binaria, manipulacién geométrica o la conversién de espacios de colores (Figura 5.3).

En el siguiente capitulo, se entrara en detalle y se mostrard la implementacion
de las técnicas mas utilizadas a la hora de tratar imégenes de microscopia.
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Figura 5.3: Segmentacion basada en colores.

5.2. ImagelJ

Inspirado en el NIH Image, que fue desarrollado en la Subdivisién de Servicios
de Investigacién (RSB) del Instituto Nacional de Salud Mental (NIMH), ImageJ es
otro de los programas utilizados para procesamiento de imagenes de microscopia.
Este software es de dominio publico. [10]

Figura 5.4: Logotipo del programa Imagel.

Al igual que MATLAB, este programa esta disponible para las plataformas de
Unix, Windows y Apple.

Con este software se puede visualizar, editar, analizar y procesar imagenes de 8,

16 o 32 bits. Es importante destacar que permite leer diversos formatos de imagen,
incluyendo TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS y raw”.

Sus funcionalidades permiten calcular areas y valores estadisticos de regiones de
una imagen previamente seleccionadas por el usuario. Asi mismo, ImagelJ puede
medir distancias y angulos y también ofrece histogramas de densidad, entre muchos
otros.

Esta aplicacién también desempena las funciones estdndar de procesamiento de
iméagenes, como pueden ser la manipulacién del contraste, la nitidez, el suavizado,
la deteccion de bordes, etc.

ImageJ fue disenado con una arquitectura abierta que proporciona expansibili-
dad a través de plugins en Java. Desarrollando estos complementos, el usuario puede
ser capaz de resolver practicamente cualquier problema de procesamiento de image-
nes. Actualmente, existen més de quinientos elementos editables disponibles, que se
pueden clasificar por funcionalidad en:

= Adquisiciéon
= Analisis
= Color

s Filtros
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= Segmentacién

» Graficos

Figura 5.5: Entorno de trabajo y ejemplos de andlisis en ImagelJ.

5.3. CMEIAS

El software CMEIAS (Center for Microbial Ecology Image Analysis System) [4]
esta siendo desarrollado actualmente por un equipo formado por ecologistas, in-
formaticos y matematicos de la Universidad Estatal de Michigan.

Figura 5.6: Logotipo del software CMEIAS.

El programa consiste en varios plugins personalizados elaborados para UTHSCSA
(University of Texas Health Science Center at San Antonio) ImageTool, un software
gratuito de andlisis de imagenes que opera en ordenadores cuyo sistema operativo
sea Windows.

En este programa, el usuario escoge una regién sobre la imagen y el software
se encarga de proporcionar la informacion referida a los objetos que se encuentren
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en primer plano. Detallara el tamano, la forma, la luminosidad o las coordenadas
espaciales de cada elemento identificado.

Asi mismo, clasifica de forma selectiva grupos de objetos dentro de una imagen
hasta un maximo de dieciséis categorias distintas. El clasificador CMEIAS opera por
morfologia y asigna automaticamente a cada cuerpo diferenciado uno de los once
tipos morfol6gicos microbianos predominantes en la naturaleza (Figura 5.7).

Figura 5.7: Once morfotipos diferentes que asigna CMEIAS a los elementos identificados en una
imagen.

Este software de analisis de imagenes de microscopia, al igual que ImagelJ, es li-
bre y gratuito y ofrece amplias aplicaciones en la investigacion ecologia microbiana,
ademas de utilizarse con fines didacticos.

Actualmente, se encuentra disponible un paquete de herramientas de segmenta-
cion para facilitar las tareas de edicién de imagenes y poder analizar microfotografias
que presenten abundante informacion.

A dia de hoy, CMEIAS se encuentra en fase de desarrollo y se pretende que en
un futuro cercano el software de andlisis presente diversas mejoras.
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Capitulo 6

Algoritmos de segmentacion y
procesamiento

En este capitulo, se detallaran los algoritmos desarrollados para procesar las
imagenes de microscopia facilitadas por el Servicio de Bioelectromagnetismo del
Hospital Universitario Ramoén y Cajal de Madrid.

6.1. Introduccion

El principal objetivo era alcanzar un algoritmo que proporcionara el maximo
rendimiento y que fuera apto y reutilizable a la hora de procesar las casi tres mil
iméagenes pertenecientes al proyecto de investigacion.

Es importante destacar que cuando tuvo comienzo este proyecto, practicamente
el total de las microfotografias a segmentar habian sido ya realizadas con bastante
anterioridad, por lo que a la hora de crear los algoritmos, se ha tratado de optimi-
zarlos al maximo teniendo en cuenta algunas carencias que éstas presentaban (falta
de iluminacién homogénea, ruido, manchas, desenfoque, ...).

A continuacién, se comentan en profundidad y en orden de creacién, los dos algo-
ritmos planteados que mejor han funcionado a la hora de solucionar la problematica
en cuestion, ya explicada en capitulos anteriores.

6.2. Algoritmo empirico

Tras llevar a cabo un profundo analisis visual de las microfotografias a procesar,
se desarrolla un algoritmo de ensayo y error. Esta forma de proceder es lo que se
denomina una técnica de caracter heuristico. Basada en la experimentacion, consiste
en ir probando estrategias factibles y verificar si los resultados obtenidos son una
solucién valida para el problema que se plantea. En caso de no serlo, se propone una
nueva alternativa que se aplica y se evalta.

Un inconveniente de este tipo de métodos es que no siempre aseguran un resultado
positivo, pero en esta ocasion, este algoritmo es el mas preciso de los que han sido
elaborados y testados.

23
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6.2.1. Analisis del codigo en MATLAB

% @File: Algoritmol.m // Algoritmo empirico

% @Author: Marina de Andrés Zamora

% @Date: Septiembre ,2016. Madrid.

% @Brief: Script que ejecuta un algoritmo de Visién Artificial desarrollado
para procesamiento de microfotografias realizadas en el Servicio de
Bioelectromagnetismo del Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid.

%

function [imOut, imFil]= Algoritmol (NomFichImg)
% Leer la imagen y reducirla de tamano

ImgEnt = imread (NomFichlmg) ;

ImgEnt = imresize (ImgEnt,0.25) ;

% Binarizacién y Top—hat
imTH = imtophat (ImgEnt, strel (*disk’,5));
mBW = im2bw (imTH, graythresh (imTH) ) ;

% Unir los bordes y limpiarlos
closeBW = imclose (imBW, strel ( "disk > ,12));
cleanBW = imerode (closeBW ,strel ("disk’,5));

% Rellenar huecos

imFill= imfill (cleanBW, "holes ") ;

imAO = bwareaopen(imFill ,500) ;

imDil= imdilate (imAO, strel ( "disk ’,5));
imFil= imfill (imDil, "holes ’);

imFil= “imFil;

Para hallar el area de la brecha se utiliza la matriz proporcionada por el comando
bwlabel(). Si se conserva el elemento més repetido de dicha matriz (sin considerar el
cero ya que es background), se tendra el valor asignado al area de la herida (siempre
es el cuerpo mds grande de entre todos los identificados). El resto de indicadores
seran anulados mas adelante, solucionando asi el problema que genera el comando
imFill() al no cerrar los huecos y regiones que interseccionan con los bordes de una
imagen.

Figura 6.1: Ejemplo de funcionamiento del comando imFill().

En las siguientes figuras (Figura 6.2 y Figura 6.3) se expresa graficamente lo
dicho en el parrafo anterior, para que el lector pueda hacerse una idea visual sobre
como trabaja el algoritmo.
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Figura 6.2: Resultado de las funciones bwlabel() y regionprops() antes y después de resolver la
problemédtica con el comando imFill().

Figura 6.3: Resultado del algoritmo antes y después de resolver la problemdtica con el comando
imFill().

% Hallar el 4rea de la brecha

% ;Cudl es el valor que méds se repite en la matriz? (4rea méds grande —> area
de la brecha)—> Ese elemento permanece, los demds se anulan.

imgEtiqg=bwlabel (imFil); % Etiquetar los objetos de la imagen

vector =[];

for k=0:max(max(imgEtiq))
numero=find (imgEtiqg==k) ;
repetido=length (numero); % Repetido x veces
vector (k+1)=repetido;

end

% Crear un nuevo vector (vector2) que contiene todos los elementos menos el
cero (background).
vector2= vector (2:k+1);

% Buscar la posicién del més repetido —> j
[i, j]=find (vector2=—max(max((vector2))));

% Conservar el valor més repetido del vector anulando el resto (se ponen a
cero todos los elementos que no sean brecha).

for k=0:max(max(imgEtiq))

it (k= j)

imgEtiq (imgEtiq=k) =0;

end
end
imFil = im2bw (imgEtiq) ;

% Insertar el &drea de la brecha en la imagen
stats = regionprops (imgEtiq, "Area’);
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stats_c = cell2mat (struct2cell (stats));
for k = 1: length (stats_c);
a= stats_c(1);
if (stats_c(k) > a)
aux=a;
stats_c (1)=stats_c(k);
stats_c (k)=aux;
end ;
end

global areamax_m;
global porc;

areamax = stats_c(1); % Area de la brecha en pixeles

areamax-m = stats_c(1)%0.212%0.212; % Factor de conversién de pixeles a
micrémetros. Area de la brecha en micras 2.

porc = (areamax*100)/(763264); % Porcentaje de brecha. La imagen es de
712%x1072 = 763264 pixeles.

% Marcar con una linea el perimetro de la herida
[datos ,imgEtiq] = bwboundaries (imgEtiq, 'noholes’);
figure; imshow(label2rgb (imgEtiq, Qjet, [.5 .5 .5]))
hold on

boundary = datos{1};

plot (boundary (:,2), boundary(:,1), ’k’, ’'LineWidth’, 2)
hold off

% display the results
metric_string = sprintf(’%2.f’  areamax) ;

text (boundary (1,2) —35,boundary (1,1)+13, metric_string ,  Color’
"FontSize’ ,14, FontWeight ', "bold 7) ;

7'r

Figura 6.4: Resultado tras insertar el valor del area de la brecha en la imagen y marcar su perimetro.

% Dibujar la linea que bordea la brecha sobre la imagen original
imAux=ImgEnt (:,: ,1);

boundaries=imdilate (bwperim (imgEtiq) ,strel ( 'disk ’,3));
imAux(boundaries)=0;

imOut (:,:,1)=imAux;

imAux=ImgEnt (:,:,2) ;

imAux(boundaries)=0;

imOut (:,:,2)=imAux;

imAux=ImgEnt (:,:,3) ;

imAux(boundaries)=0;

imOut (:,:,3)=imAux;
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% Output

figure; imshow (imOut) ;

subplot (1,3,1) ;imshow (ImgEnt) ; title ( 'Imagen de entrada’);
subplot (1,3,2) ;imshow (imFil); title ( 'Imagen segmentada’);
subplot (1,3,3) ;imshow (imOut) ; title ( 'Imagen de salida’);
figure; imshow (imOut); title (’Imagen de salida’);

end

Figura 6.5: Resultado tras superponer el perimetro de la brecha en la imagen original.

Figura 6.6: Output del algoritmo empirico.

6.3. Algoritmo de segmentacion por textura

Este segundo algoritmo esta basado en la diferencia de texturas que coexisten en
un misma imagen. Si se examina detenidamente cualquiera de las microfotografias
a analizar, se observa que el cultivo celular presenta una textura muy diferente a la
que posee la zona de la brecha. Es por ello que este algoritmo trata de identificar la
superficie de la herida haciendo uso de los diferentes tejidos que se identifican.

6.3.1. Analisis del cédigo en MATLAB

Utilizando las funciones morfolégicas que incorpora Image Processing Toolbox de
MATLAB y tomando como referencia el ejemplo de segmentacion de texturas me-
diante filtros que nos presenta Mathworks, se consigue desarrollar un algoritmo que,
a pesar de ser algo menos efectivo que el anterior, también ofrece buenos resultados
a la hora del procesamiento.
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% @QFile: Algoritmo2.m // Algoritmo de segmentacién por textura.

% @Author: Marina de Andrés Zamora

% @Date: Septiembre ,2016. Madrid.

% @Brief: Script que ejecuta un algoritmo de Visiéon Artificial desarrollado
para procesamiento de microfotografias realizadas en el Servicio de
Bioelectromagnetismo del Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid.

%

function [imOut, imFil]= Algoritmo2 (NomFichImg)
% Leer la imagen y reducirla de tamano

ImgEnt = imread ( NomFichlmg );

ImgEnt = imresize (ImgEnt,0.25) ;

% Top—hat
imTH = imtophat (ImgEnt, strel ("disk’,5));
imBW = im2bw (imTH, graythresh (inTH) ) ;

E=entropyfilt (imBW) ;
Eim=mat2gray (E) ;

BWi=im2bw (Eim,0.8) ;

BWao=bwareaopen (BWL,2) ;

BWao= imdilate (BWao, strel ("disk’,5));
nhood=true (9) ;

closeBWao=imclose (BWao, nhood) ;

imFil=imfill (closeBWao, ’holes’);
imFil= "imFil;

A partir de este punto, se repite el proceso de calculo del area de la herida y el
marcaje de su perimetro, realizandose de igual manera que en el algoritmo anterior.

% Hallar el 4rea de la brecha

% ;Cudl es el valor que méds se repite en la matriz? (4drea méds grande —> area
de la brecha)—> Ese elemento permanece, los demds se anulan.

imgEtiqg=bwlabel (imFil); % Etiquetar los objetos de la imagen

vector =[];

for k=0:max(max(imgEtiq))
numero=find (imgEtiq==k) ;
repetido=length (numero); % Repetido x veces
vector (k+1)=repetido;

end

% Crear un nuevo vector (vector2) que contiene todos los elementos menos el
cero (background).
vector2= vector (2:k+1);

% Buscar la posicién del més repetido —> j
[i, j]=find (vector2=—max(max((vector2))));

% Conservar el valor més repetido del vector anulando el resto (se ponen a
cero todos los elementos que no sean brecha).

for k=0:max(max(imgEtiq))

it (k= j)

imgEtiq (imgEtiq=k) =0;

end
end
imFil = im2bw (imgEtiq) ;
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% Insertar el drea de la brecha en la imagen
stats = regionprops (imgEtiq, "Area’);
stats_.c = cell2mat (struct2cell (stats));
for k = 1: length (stats_c);
a= stats_c(1);
if (stats_c(k) > a)
aux=a;
stats_c (1)=stats_c(k);
stats_c (k)=aux;
end ;
end

global areamax_m;
global porc;

areamax = stats_c(1); % Area de la brecha en pixeles

areamax-m = stats_c(1)%0.212%0.212; % Factor de conversién de pixeles a
micrémetros. Area de la brecha en micras 2.

porc = (areamax*100)/(763264); % Porcentaje de brecha. La imagen es de
7121072 = 763264 pixeles.

% Marcar con una linea el perimetro de la herida
[datos ,imgEtiq] = bwboundaries (imgEtiq, 'noholes’);
figure; imshow(label2rgb (imgEtiq, Qjet, [.5 .5 .5]))
hold on

boundary = datos{1};

plot (boundary (:,2), boundary(:,1), ’k’, ’'LineWidth’, 2)
hold off

% display the results
metric_string = sprintf(’%2.f’  areamax) ;

text (boundary (1,2) —35,boundary (1,1)+13, metric_string , Color’,’r’ ,...
"FontSize’ ,14, FontWeight ', "bold 7) ;

Figura 6.7: Resultado tras insertar el valor del drea de la brecha en la imagen y marcar su perimetro.

% Dibujar la linea que bordea la brecha sobre la imagen original
imAux=ImgEnt (:,:,1) ;

boundaries=imdilate (bwperim (imgEtiq) ,strel ( 'disk ’,3));
imAux(boundaries)=0;

imOut (:,:,1)=IimAux;

imAux=ImgEnt (:,:,2) ;

imAux(boundaries)=0;

imOut (:,:,2)=IimAux;

imAux=ImgEnt (:,:,3) ;
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imAux(boundaries)=0;
imOut (:,:,3)=IimAux;

% Output

figure; imshow (imOut) ;

subplot (1,3,1) ;imshow (ImgEnt) ; title ( 'Imagen de entrada’);
subplot (1,3,2) ;imshow (imFil); title (’Imagen segmentada’);
subplot (1,3,3) ;imshow (imOut) ; title ( 'Imagen de salida’);
figure; imshow (imOut); title (’Imagen de salida’);

end

Figura 6.8: Resultado tras superponer el perimetro de la brecha en la imagen original.

Figura 6.9: Output del algoritmo de segmentacién por textura.

6.4. Comparativa entre algoritmos

Para realizar una comparativa entre los resultados ofrecidos por ambos algorit-
mos, se ha procesado la misma microfotografia con cada uno de ellos.

Si el lector observa las figuras 6.10 y 6.11, podra advertir facilmente las diferencias
entre las capturas que se muestran. El marcaje del area que proporciona el algoritmo
que toma las texturas como referencia, es algo mas abrupto que el proporcionado
por el codigo de caracter heuristico. Al ser mas suave la aproximacion aportada por
éste ultimo, se define como el mas preciso, viéndose asi reducido el error cometido
al cuantificar el total de la superficie que comprende la brecha.
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Figura 6.10: A la izquierda, output del algoritmo empirico. A la derecha, output del algoritmo de
segmentacién por textura.

Figura 6.11: A la izquierda, output del algoritmo empirico. A la derecha, output del algoritmo de
segmentaciéon por textura.
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Capitulo 7

Diseno y desarrollo de interfaces
graficas de usuario

En este capitulo se hablara de interfaces graficas de usuario, también conocidas
como GUI (Graphical User Interface) [14]. Son entornos visuales con los que el
usuario interactia y mediante los cuales se comunica con el sistema operativo de
una magquina.

7.1. Importancia de la etapa de diseno

Cuando se comienza a disenar una interfaz de usuario, es necesario conocer cuales
son las necesidades que han de ser cubiertas por la misma. El usuario final sera el
encargado de comunicar esta informacion al desarrollador. Esta accion se llevard a
cabo en el punto de partida del proceso de desarrollo. Asi mismo, el cliente deberd
notificar las modificaciones que precise o que vayan originandose sobre la marcha.

El programador tendra que conocer con antelacion el tipo de datos o variables con
las que trabajara la interfaz, e intentara que ésta cubra el total de las necesidades y
el maximo de excepciones que puedan darse.

El usuario final especificard cémo quiere que se representen los datos (en gréficos,
en tablas,...) y establecerd como han de presentarse los resultados y dénde y en qué
formato han de almacenarse.

La fase de diseno es esencial a la hora de desarrollar interfaces graficas de usuario.
Ahorrard muchisimo tiempo al programador tener las ideas claras y se evitaran
malentendidos con el cliente final. Para ello puede ser muy 1til realizar un boceto de
la misma antes de sentarse frente al ordenador. Es importante que el desarrollador
sepa quién hara uso de la interfaz y la adapte al maximo a los requisitos que se exigen,
pues presentar abundante informacién o anadir elementos innecesarios solamente la
transformara en algo dificil de manejar y poco util. [5]

7.2. GUI en MATLAB

MATLAB ofrece nuevamente una solucion muy completa, en esta ocasion desti-
nada a la creacién de interfaces graficas de usuario. [§]
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GUIDE (entorno de desarrollo de GUI), proporciona herramientas para disenar
de manera sencilla interfaces de usuario para aplicaciones personalizadas. Mediante
el editor de diseno que proporciona, se pueden incluir controles tales como mentis,
barras de herramientas, barras deslizantes y/o botones, ademas de cuadros de texto
editables, entre otros. GUIDE genera entonces de manera automética el coédigo de
MATLAB necesario para construir la interfaz, el cual puede ser modificado en cual-
quier momento para programar el comportamiento de la misma.

Para iniciar un proyecto, se tecleara en la ventana de comandos de MATLAB la
instruccion:

>> guide

Seguidamente, se abrird un cuadro de dialogo como el de la figura 7.1, donde se
muestran algunas plantillas predisenadas:

» Blank GUI (Default)

= GUI with Uicontrols

» GUI with Axes and Menu
= Modal Question Dialog

i

Create New GUI | Open Existing GUI |

GUIDE templates ~Preview
4\ Blank GUI (Default)

4\ GUI with Uicontrals

4\ GUI with Axes and Menu
4\ Modal Question Dialag

BLANK

[~ Save new figure asi |C:\Work|GBET|GUIDE| examples|mygui.Fig

(a4 I Cancel Help

Figura 7.1: Cuadro de didlogo con las plantillas GUI predisenadas.

Por defecto, se seleccionara la primera de las plantillas, abriéndose un entorno de
diseno virgen, donde el programador podra comenzar a anadir controles para crear
la aplicacién deseada (Figura 7.2).

Tras haber colocado cualquier elemento sobre el area de diseno, ha de ser progra-
mada su funcionalidad. Esto se realiza desde el Callback que tenga asociado, que se
encuentra en el archivo de extensién .m ligado a la interfaz.
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Figura 7.2: Entorno de diseno de GUI.

En el recuadro siguiente se muestra el Callback de un botén perteneciente a una
interfaz grafica de usuario.

%—— Executes on button press in pushbutton2.
function pushbutton2_Callback (hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to pushbutton2 (see GCBO)
% eventdata reserved — to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
global listalmagenesC

figure; imshow (Algoritmol (listalmagenesC{1}));

En el siguiente capitulo, se analizara detalladamente el funcionamiento de la
interfaz desarrollada con la que se ha intentado cubrir las necesidades del Laboratorio
de investigacién del Hospital Ramén y Cajal.
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Capitulo 8

Interfaz de aplicaciéon biomédica.
Funcionamiento

En este capitulo se mostrara la apariencia y el funcionamiento de la interfaz
desarrollada para realizar el procesamiento de imagenes de microscopia.

8.1.

Necesidades cubiertas por la aplicacion

A la hora de disenar la aplicaciéon biomédica que trata las microfotografias, se
realiz6 un estudio de las necesidades que ésta debia cubrir. Se enumeran a continua-
cion los requisitos que cumple:

Solicitar al usuario el directorio o carpeta de iméagenes a procesar.

Procesar automaticamente las microfotografias con uno de los dos algoritmos
desarrollados.

Posibilidad de intercambiar, de manera sencilla, el algoritmo seleccionado para
el procesamiento.

Mostrar las microfotografias procesadas y en orden de captura.
Mostrar, para cada imagen, el area de la brecha en micréometros.

Mostrar, para cada imagen, el porcentaje de brecha (tomando como el cien por
cien el tamano completo de una imagen).

Mostrar, en micrometros, la diferencia de area entre dos tiempos.
Mostrar el porcentaje de cicatrizacion dado entre dos tiempos.
Posibilidad de ampliar cualquier imagen procesada mediante un botén de ZOOM.

Crear una hoja de célculo Excel que almacene los resultados numéricos (drea y
porcentaje de brecha de cada imagen).

Disponer de un botén que permita modificar una columna del documento Excel
en funcion de la validez de una imagen.

Uso facil e intuitivo.
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8.2. Funcionamiento paso a paso

A continuacién, se muestra cémo funciona la interfaz. Para ello, se pondra un
ejemplo procesando una carpeta de doce imagenes cedida por el Servicio de Bioec-
tromagnetismo del Hospital Ramoén y Cajal.

Antes de comenzar a detallar el funcionamiento, es conveniente saber como estén
organizadas las microfotografias realizadas. Estas se encuentran ordenadas en seis
subcarpetas. La carpeta que contiene estas subcarpetas, se llama 'XC’ o "XT’, don-
de X representa el nimero de experimento (1,2,3,...), C se asocia con experimentos
Control y T con experimentos Tratado. Por lo que siempre existird una carpeta de
control por cada una de tratado (y viceversa). Por ejemplo, se tendrén las carpetas
1C y 1T, o bien 2C y 2T, etc.

Asi mismo, las seis subcarpetas seran nombradas como PUNTO 1, PUNTO 2,
PUNTO 3,...PUNTO 6, por lo explicado en el capitulo cuatro. El niimero de imége-
nes que contengan estas subcarpetas dependera de la duracién del experimento,
habiendo como minimo dos iméagenes por carpeta y como maximo tres.

Figura 8.1: Arbol genealégico de carpetas.

Figura 8.2: Contenido de la carpeta PUNTO 1.
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Sabiendo esto, se dard paso a enumerar las indicaciones a seguir para procesar
una carpeta de imagenes.

1. Abrir la interfaz
Para comenzar, se tecleard la siguiente instruccién en la ventana de comandos

de MATLAB:
>> ventana HELEN

Tras pulsar INTRO, se abrira la interfaz, que muestra la siguiente apariencia:

Figura 8.3: Interfaz de la aplicacién biomédica.

2. Seleccionar la carpeta de imagenes a procesar
Para seleccionar el directorio de microfotografias, se pulsara el botén amarillo
situado a la derecha del cuadro de texto que se indica (Figura 8.4). Se abrira
una ventana para explorar y buscar la carpeta correspondiente (Figura 8.5).

3. Pulsar el botén OK
Una vez seleccionada la carpeta de imagenes, debemos asegurar que se ha leido
correctamente el nimero de imagenes que contiene (Figura 8.6). De ser asi, se
presionard el botén de "OK’ que se encuentra justo al lado del contador (Figura
8.7). En caso contrario, se ha de volver a repetir el paso 2.

4. Analisis visual de las imagenes y los valores numéricos
Tras esperar unos segundos, las microfotografias procesadas se visualizan. Asi
mismo, se advierte, debajo de cada una, a la izquierda el area de la brecha en
micrometros y a la derecha el porcentaje que ocupa la misma sobre la imagen
(Figura 8.8).

Entre las imagenes a cero horas y las imagenes a seis horas, se muestran tam-
bién las diferencias entre los valores anteriores. En primer lugar se indica la
diferencia entre dreas, y debajo, la diferencia entre porcentajes (Figura 8.9).

En este caso, la lectura de los valores se realizaria de la siguiente manera: " Pa-
ra el punto 1, al inicio del experimento, la brecha tenia un area de 22668.7
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micrémetros cuadrados y ocupaba un 66.08 % de la imagen. Para el mismo
punto, transcurridas seis horas, la brecha mide ahora 8041.11 micrémetros cua-
drados y ocupa un 23.44 % de la imagen. En seis horas, la brecha ha cerrado
14627.6 micrémetros cuadrados y en total ha cicatrizado un 42.64 %.” Para el
resto de puntos se realizaria de la misma manera.

. Botén ZOOM

Si se desea, se puede ampliar cualquier imagen pulsando el botén de ZOOM
que se encuentra debajo de cada instantdanea. El resultado tras activarlo es el
siguiente (Figura 8.10).

. Botén NO

Este botdén sirve para seleccionar la validez de las imagenes; por defecto, todas
son validas. Serd el usuario el que decida si existe una o varias microfotografias
que han de ser descartadas por la imposibilidad de realizar mediciones en ellas.
Para ello se ha de pulsar este marcador (Figura 8.11). En el documento Excel
generado, se vera reflejada dicha seleccion al aparecer en la iltima columna la

palabra 'FALSO’.

. Validacion de los resultados

Una vez examinados los resultados, se validaran utilizando el botén rojo que se
encuentra en la parte superior derecha de la interfaz (Figura 8.12).
Automaticamente se generard un documento Excel en el directorio de imagenes
procesado (Figura 8.13). Los datos mostrados en la hoja de célculo son el area
y el porcentaje de brecha para cada imagen y también habra una columna en la
que se indica "VERDADERO/FALSO’, que clasifica a las imégenes de vélidas
o invalidas para el estudio de investigacion.

Figura 8.4: Interfaz de la aplicacién biomédica.
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Figura 8.5: Interfaz de la aplicaciéon biomédica.

Figura 8.6: Interfaz de la aplicacién biomédica.

Figura 8.7: Interfaz de la aplicacién biomédica.

Figura 8.8: Interfaz de la aplicaciéon biomédica.
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Figura 8.9: Interfaz de la aplicaciéon biomédica.

Figura 8.10: Interfaz de la aplicacion biomédica.
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Figura 8.11: Interfaz de la aplicacién biomédica.

Figura 8.12: Interfaz de la aplicacion biomédica.
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Figura 8.13: Apariencia del Excel creado por la aplicacién.



Capitulo 9

Herramientas y técnica para el
analisis estadistico de datos

En este capitulo, se hablara sobre las herramientas y la técnica estadistica em-
pleadas para el analisis de los resultados numéricos proporcionados por la aplicacién
biomédica descrita anteriormente.

9.1. Herramientas de analisis

Actualmente, existen diversidad de programas para llevar a cabo andlisis es-
tadisticos. En este caso, se trataran dos de ellos; el empleado en el Servicio de Bio-
electromagnetismo para establecer los resultados de la investigacién y el utilizado
para concluir el proyecto de ingenieria aqui documentado.

9.1.1. GraphPad Prism

Disponible para ordenadores Windows y Mac, GraphPad Prism es una aplicacion
desarrollada para procesar tablas de datos y crear graficos cientificos. [21]

Figura 9.1: Logotipo de GraphPad Prism.

En un principio, esta aplicacién fue desarrollada para bidlogos experimentales que
formaban parte de escuelas de medicina y/o companias farmacéuticas. Con el paso
del tiempo, su uso se ha extendido a otros sectores y actualmente es utilizada por
todo tipo de bidlogos, asi como en ciencias sociales y fisicas. A dia de hoy, més de
doscientos mil cientificos de todo el mundo utilizan esta herramienta para analizar
sus datos y dibujar graficamente sus resultados.

Prisma combina bioestadistica, ajustes de curvas y herramientas graficas en un
unico programa y cubre la totalidad de las necesidades de manejo de datos de los
investigadores de laboratorio. Asi mismo, permite que los graficos sean personali-
zables y que estos puedan ser exportados como archivos de alta resolucion para
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presentarlos en publicaciones.

Si por algo destaca esta herramienta es por su simplicidad de uso. A pesar de
ello, no se olvida de los usuarios mas exigentes, incluyendo una serie de opciones
avanzadas para aquellos que desean mas precision en sus célculos.

9.1.2. Statgraphics

Statgraphics [22] es una potente herramienta para el andlisis de datos. Combina
una amplia gama de procedimientos analiticos con graficos interactivos, proporcio-
nando rigurosos analisis estadisticos. Asi mismo, presenta un interfaz muy intuitiva
e incluye funciones estadisticas avanzadas. El conjunto de complementos creados
estda destinado a profesionales de todos los sectores.

Figura 9.2: Logotipo de Statgraphics.

La edicion de 32 bits trabaja en cualquier version de 32 o de 64 bits de Windows
XP, Windows Vista, Windows 7 y Windows 8; mientras que la edicién de 64 bits
trabaja tunicamente en las versiones de 64 bits de Windows XP, Windows Vista,

Windows 7 y Windows 8.

Entre los principales aspectos del programa merecen destacarse el StatAdvisor,
que da una interpretacion de los resultados; StatFolio, que permite guardar y re-
utilizar los andlisis realizados previamente; graficos interactivos; StatGallery que
permite combinar textos y graficos en multiples paginas y StatWizard, que guia en
la seleccion de los datos y los andlisis.

Figura 9.3: Entorno de Statgraphics.
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9.2. Analisis de la Varianza

9.2.1. Imntroduccion

El Analisis de la Varianza (ANOVA o AVAR) es uno de los procedimientos es-
tadisticos mas utilizados para el analisis de datos experimentales. Esta técnica es
muy flexible y permite comprobar si un nimero determinado de muestras provienen
o no de poblaciones con la misma media, cuando su valor ha sido constatado en
diversas circunstancias o condiciones establecidas.

En resumidas cuentas, el ANOVA permite dividir la varianza de la variable de-
pendiente en dos o mas componentes, cada uno de los cuales puede ser atribuido a
una fuente (variable o factor) identificable.

Por medio del analisis de la varianza de un factor se estudia el caso de muestras
independientes (ANOVA Simple o ANOVA de un factor/via). Para el caso de mues-
tras relacionadas, se realiza el andlisis de la varianza de dos o méds factores (ANOVA
Multifactorial o ANOVA de dos factores/vias).

Relacionando este capitulo con la técnica de andlisis de datos empleada en el
proyecto, se explicard a continuacién el marco tedrico de la ANOVA de un factor.
El desarrollo del analisis estadistico utilizando este procedimiento se muestra en el
siguiente capitulo. Se ha elegido el ANOVA de una via puesto que era la manera méas
sencilla de representar e interpretar los distintos valores de la cicatrizacién en funcién
de un tunico factor, denominado CT, que engloba dos niveles: control y tratado.

9.2.2. El modelo ANOVA tradicional
El modelo ANOVA tradicional tiene la siguiente expresion:
Yij=p+ai+e;
donde:
= Y}; es la variable objeto de estudio (variable dependiente).
= 1, es una constante e indica la media de la variable.
= o es el efecto diferencial que distingue a las poblaciones.

= g;; es un término de error, considerado como variable aleatoria.

El ANOVA tradicional parte de descomponer la variacién total de la muestra en
dos componentes que se explican a continuacién: variacién entre grupos y variacion
intra grupos.

9.2.3. Marco tedrico

El andlisis de la varianza [1] permite contrastar la hipétesis nula de que las medias
de K poblaciones (K > 2) son iguales, frente a la hipdtesis alternativa de que por lo
menos una de las poblaciones difiere de las demds en cuanto a su valor esperado.
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Hy:pp=po=...=pug = p
Hy:3pj#p =12 K

La utilizacién del modelo ANOVA requiere el cumplimiento las siguientes condi-
ciones:

= Las muestras deben tener una distribucién aproximadamente normal.

= El tamano de las muestras sobre las que se aplican los tratamientos no deben
discernir en gran medida. Si se tienen grupos de muy diferente magnitud, se
hard més compleja la interpretacion de los resultados.

» Todas las poblaciones han de presentar igual varianza (homoscedasticidad).

Supdénganse k muestras aleatorias independientes, de tamano n, extraidas de una
Unica poblaciéon normal. A partir de ellas existen dos maneras independientes de
estimar la varianza de la poblacién o2,

1. Varianza dentro de los grupos (ya que sélo contribuye a ella la varianza dentro
de las muestras), varianza de error, o cuadrados medios del error.
Se calcula como la media de las k varianzas muestrales. Es un cociente: al
numerador se le llama suma de cuadrados del error (cuantifica la dispersién
de los valores de cada muestra con respecto a sus correspondientes medias) y
al denominador, grados de libertad, por ser los términos independientes de la
suma de cuadrados. (Ver expresiones Tabla 9.1)

2. Varianza entre grupos (sélo contribuye a ella la varianza entre las distintas

muestras), varianza de los tratamientos o cuadrados medios de los tratamien-
tos.
Se calcula a partir de la varianza de las medias muestrales. También es un co-
ciente; al numerador se le llama suma de cuadrados de los tratamientos (cuanti-
fica la dispersién de las medias de las muestras con respecto a la media global)
y al denominador, grados de libertad. (Ver expresiones Tabla 9.1)

Ambas estiman la varianza poblacional en la hipotesis de que las k muestras pro-
vengan de la misma poblacion. El cociente de dos estimaciones independientes de
la varianza de una poblacién normal es la razén F (ver Tabla 9.1), con los grados
de libertad correspondientes al numerador y denominador, respectivamente. Por lo
tanto, se puede contrastar dicha hipdtesis utilizando este pardametro.

Si en base a esto, se rechaza la hipdtesis de que se estime la misma varianza, se
puede rechazar la hipdtesis de que las k medias provengan de una misma poblacion.
Este rechazo, implica entonces que las medias poblacionales son distintas.

En definitiva, si Hy es cierta, es de esperar que el cociente entre ambas estimaciones
sea aproximadamente igual a la unidad. De igual forma, se rechazara Hy si dicho
cociente difiere significativamente de uno.

La significancia estadistica de la razén de F es mucho mas facil de juzgar por su
valor de P. Si el valor de P es menor que 0.05, la hipdtesis nula de medias iguales se
rechaza al nivel de significancia del 5 %.
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Existe una tercera manera de estimar la varianza de la poblacién, considerando las
kn observaciones como una unica muestra. Se le denomina varianza total. También
es un cociente, al numerador se le llama suma de cuadrados total y al denominador
grados de libertad.

Tabla 9.1: Expresiones para el Anélisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados G.L Cuadrado Medio Razén F
K
Entre grupos SCentre = Z nj (}7] - Y)Q Glentre =q—1 CMentre = S;ZC::;:: F = GMenre
i=1
Ij( nj K
Intra grupos | SCinira = Z Z(Yij - Y])z Ilintra = Z(”g —1) | CMintra = %
j=1i=1 j=1
K nj
Total SChotar = Y > (Yij = Y)? n—1
j=1i=1

De la tabla 9.1 se conoce que: gliotai = Glentre + Glintra

Y que: SCtoml = SCentre + SCmtra-

9.2.4. Homocedasticidad

Para que el contraste de hipdtesis basado en la razén F, lo sea de la igualdad
de medias, es necesario que todas las muestras provengan de una poblacion con la
misma varianza. La prueba mas utilizada para contrastar si varias muestras son ho-
mocedésticas (si tienen la misma varianza) es la prueba de Bartlett, apropiada para
grupos en los que es indiferente el tamano. También esta la de Cochran, aunque
ésta es adecuada unicamente si el nimero de observaciones dentro de cada nivel es
el mismo.

En caso de que las muestras no sean homocedasticas, no se podra, en un principio,
realizar el andlisis de la varianza. Para solucionar esto, existen otras alternativas,
como pueden ser la de Sokal y la de Rohlf.

En la practica, si las pruebas de homocedasticidad obligan a rechazar la hipdtesis
nula, se prueba con alguna de estas transformaciones. En este caso, se realizaria el
ANOVA con los datos transformados.

9.2.5. ANOVA de efectos fijos, aleatorios o mixtos
Se pueden distinguir tres tipos de modelos de ANOVA segun sean de:
» Efectos fijos: inicamente se estudian determinados niveles de un factor.

» Efectos aleatorios: para este caso, los niveles son infinitos y se estudia una
muestra de los mismos. Los resultados son aleatorios.

» Efectos mixtos: casos en los que existe uno o mas factores combinando los dos
tipos anteriores.
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Capitulo 10

Analisis de los datos
proporcionados por la aplicacion
biomédica

Con la finalidad de informar al lector sobre el desenlace de la investigacion
biomédica llevada a cabo en el Servicio de Bioelectromagnetismo del Hospital Ramoén
y Cajal de Madrid, se desarrolla a continuacién un breve anélisis estadistico de los
valores numéricos proporcionados por la aplicacién biomédica empleada.

Con ayuda de Statraphics, se ha aplicado el procedimiento ANOVA sobre dos
conjuntos de ensayos diferentes. Uno de ellos agrupa experimentos estimulados a
cincuenta microamperios por milimetro cuadrado, mientras, otro asocia los excitados
a cien microamperios por milimetro cuadrado.

10.1. ANOVA Simple en Statgraphics

El procedimiento ANOVA Simple estd disenado para construir un modelo es-
tadistico que describa el impacto de un solo factor categérico X sobre una variable
dependiente Y. Se realizan estudios para determinar si existen diferencias significa-
tivas entre las medias, varianzas y/o medianas de Y para diferentes valores de X.

En Statgraphics, los datos se pueden representar de varias formas, incluyendo un
grafico multiple de dispersion, un grafico de medias, un grafico ANOM y un grafico
de medianas. En este procedimiento, los datos se colocaran en dos columnas, en una
la variable dependiente Y y en otra los niveles de X.

= Variable Dependiente: columna numérica que contiene las n observaciones
de Y.

» Factor: columna numérica o no numérica que contiene un identificador para
los niveles del factor X.

= Seleccion: seleccion de un subconjunto de datos.
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Figura 10.1: Cuadro de didlogo para el ingreso de datos en Statgraphics. (ANOVA Simple)

10.2. Experimentos estimulados a 50 pA /mm?

En este conjunto de ensayos, se analizan medidas tomadas en placas tratado y
placas control a los intervalos siguientes de horas: 0 horas, 4 horas y 6 horas. El
nuamero total de experimentos es diez.

10.2.1. Contraste de porcentaje de brecha a un tiempo T

Comparando los datos con un ANOVA Simple en Statgraphics, se obtiene lo
siguiente.

= Time = 0 horas
En este procedimiento se ejecuta un analisis de varianza de un factor para Oh.
Statgraphics construye varias pruebas y graficas para comparar los valores me-
dios de Oh para los 2 diferentes niveles de CT (C = Control, T = Tratado).
La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
entre las medias.

Variable dependiente: Oh (Porcentaje de brecha a Oh)
Factor: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)

Numero de observaciones: 287
Numero de niveles: 2

Para comparar de manera rapida y visual si existen diferencias significativas, se
pueden observar dos graficos que proporciona la herramienta: el de Dispersion
por Codigo de Nivel y el de Caja y Bigotes.

De igual manera, se muestran la tabla ANOVA y la tabla de Medias.

La tabla ANOVA (Tabla 10.1) descompone la varianza de Oh en dos compo-
nentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razén-F, que en este caso es igual a 0,778502, es el cociente entre el estima-
do entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
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Figura 10.2: Graficos para un tiempo de cero horas.

Tabla 10.1: Tabla ANOVA para Oh por CT

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 177,19 1 177,19 0.78 0.3783
Intra grupos 64867,0 285 245,893
Total (Corr.) 65044,2 286

razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre la media de Th entre un nivel de CT y otro, con un nivel del 95,0 %
de confianza.

Tabla 10.2: Tabla de Medias para Oh por CT con intervalos de confianza del 95,0 %

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 150 | 64,2681 1,23181 62.5536 65.9825
1 137 | 65,8412 1,28893 64.0472 67.6351
Total | 287 65,019

La tabla 10.2 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los
intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

= Time = 4 horas
Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para Th. Cons-
truye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de Th para
los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si
hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: Th (Porcentaje de brecha a Th)
Factor: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccién de la Variable: Time = 4

Numero de observaciones: 164
Numero de niveles: 2
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Para comparar de manera rapida y visual si existen diferencias significativas, se
pueden observar dos graficos que proporciona la herramienta: el de Dispersion
por Codigo de Nivel y el de Caja y Bigotes.

Figura 10.3: Gréficos para un tiempo de cuatro horas.

De igual manera, se muestran la tabla ANOVA y la tabla de Medias.

Tabla 10.3: Tabla ANOVA para Th por CT (Time = 4)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 2,72502 1 2,72502 0.01 0.9200
Intra grupos 43582,2 162 269.026
Total (Corr.) 43585,0 163

La tabla ANOVA (Tabla 10.3) descompone la varianza de Th en dos compo-
nentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 0,0101292, es el cociente entre el estima-
do entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
razon-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre la media de Th entre un nivel de CT y otro, con un nivel del 95,0 %
de confianza.

Tabla 10.4: Tabla de Medias para Th por CT con intervalos de confianza del 95,0 % (Time = 4)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 78 58,5223 | 1.85716 55.9291 61.1155
1 86 58,7804 | 1.76868 56.3108 61.2501
Total | 164 | 58,6577

La tabla 10.4 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los

intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

= Time = 6 horas
Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para Th. Cons-
truye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de Th para
los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si
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hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: Th (Porcentaje de brecha a Th)
Factor: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccion de la Variable: Time = 6

Numero de observaciones: 69
Numero de niveles: 2

Para comparar de manera rapida y visual si existen diferencias significativas, se
pueden observar dos graficos que proporciona la herramienta: el de Dispersion
por Cédigo de Nivel y el de Caja y Bigotes.

Figura 10.4: Graficos para un tiempo de seis horas.

De igual manera, se muestran la tabla ANOVA y la tabla de Medias.

Tabla 10.5: Tabla ANOVA para Th por CT (Time = 6)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 232,043 1 232,043 0.94 0.3348
Intra grupos 16474,8 67 245,893
Total (Corr.) 16706,9 68

La tabla ANOVA (Tabla 10.5) descompone la varianza de Th en dos compo-
nentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 0,943675, es el cociente entre el estima-
do entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre la media de Th entre un nivel de CT y otro, con un nivel del 95,0 %
de confianza.

La tabla 10.6 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los
intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher.
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Tabla 10.6: Tabla de Medias para Th por CT con intervalos de confianza del 95,0 % (Time = 6)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 36 42,9921 | 2,61349 39.3035 46.6808
1 33 46,6633 | 2,72971 42.8106 50.516
Total 69 44,7479

10.2.2. Contraste de porcentaje de cicatrizacion a un tiempo T

Comparando los datos con un ANOVA Multifactorial en Statgraphics, se obtiene
lo siguiente.

= Time = 4 horas
Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para (Oh-
Th)/0h*100. Construye varias pruebas y gréficas para comparar los valores
medios de (0h-Th)/0h*100 para los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en
la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: (0h-Th)/0h*100
Factores: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccién de la Variable: Time = 4

Numero de observaciones: 164
Numero de niveles: 2

Figura 10.5: Gréficos para la estimacion del porcentaje de cierre en cuatro horas.

Tabla 10.7: Tabla ANOVA para (0h-Th)/0h*100 por CT (Time = 4)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 10.3426 1 10.3426 0.09 0.7672
Intra grupos 19049.5 162 117.589

Total (corregido) 19059.8 163

La tabla ANOVA (Tabla 10.7) descompone la varianza de (Oh-Th)/0h*100 en
dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0,0879549, es el cociente entre
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el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de (0h-Th)/0h*100 entre un nivel de CT y otro, con
un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 10.8: Tabla de Medias para (0h-Th)/0h*100 por CT con intervalos de confianza del 95,0 %
(Time = 4)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 78 17.5711 1.22783 15.8566 19.2855
1 86 17.0682 1.16932 15.4355 18.701
Total | 164 | 17.3074

La tabla 10.8 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los
intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

= Time = 6 horas
Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para (Oh-
Th)/0h*100. Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores
medios de (0h-Th)/0h*100 para los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en
la tabla ANOVA determinard si hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: (0h-Th)/0h*100
Factores: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccion de la Variable: Time = 6

Numero de observaciones: 69
Numero de niveles: 2

Figura 10.6: Graficos para la estimacién del porcentaje de cierre en seis horas.

La tabla ANOVA (Tabla 10.9) descompone la varianza de (0h-Th)/0h*100 en
dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0,132867, es el cociente entre
el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
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Tabla 10.9: Tabla ANOVA para (0h-Th)/0h*100 por CT (Time = 6)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 41.4634 1 41.4634 0.13 0.7166
Intra grupos 20908.5 67 312.068

Total (corregido) 20950.0 68

significativa entre la media de (Oh-Th)/0h*100 entre un nivel de CT y otro, con
un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 10.10: Tabla de Medias para (0h-Th)/0h*100 por CT con intervalos de confianza del 95,0 %
(Time = 6)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 36 26.6193 | 2.94424 22.4638 30.7748
1 33 25.0674 | 3.07516 20.7272 29.4077
Total 69 25.8771

La tabla 10.10 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los
intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

10.3. Experimentos estimulados a 100 puA /mm?

En este conjunto de ensayos, se analizan medidas tomadas en placas tratado y
placas control a los intervalos siguientes de horas: 0 horas y 6 horas. El niimero total
de experimentos es ocho.

10.3.1. Contraste de porcentaje de brecha a un tiempo T

Comparando los datos con un ANOVA Simple en Statgraphics, se obtiene lo
siguiente.

= Time = 0 horas
En este procedimiento se ejecuta un analisis de varianza de un factor para Oh.
Statgraphics construye varias pruebas y graficas para comparar los valores me-
dios de Oh para los 2 diferentes niveles de CT (C = Control, T = Tratado).
La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
entre las medias.

Variable dependiente: Oh (Porcentaje de brecha a Oh)
Factor: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)

Numero de observaciones: 209
Numero de niveles: 2
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Para comparar de manera rapida y visual si existen diferencias significativas, se
pueden observar dos graficos que proporciona la herramienta: el de Dispersion
por Codigo de Nivel y el de Caja y Bigotes.

Figura 10.7: Graficos para un tiempo de cero horas.

De igual manera, se muestran la tabla ANOVA y la tabla de Medias.

Tabla 10.11: Tabla ANOVA para 0h por CT

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 57.6779 1 57.6779 0.92 0.3378
Intra grupos 12936.2 207 62.4935
Total (Corr.) 12993.8 208

La tabla ANOVA (Tabla 10.11) descompone la varianza de Oh en dos com-
ponentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 0,922942, es el cociente entre el estima-
do entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre la media de Th entre un nivel de CT y otro, con un nivel del 95,0 %
de confianza.

Tabla 10.12: Tabla de Medias para Oh por CT con intervalos de confianza del 95,0 %

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 106 | 70.6455 | 0.767829 69.5751 71.7159
1 103 | 71.6963 | 0.778931 70.6104 72.7822
Total | 209 71.1634

La tabla 10.12 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los
intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

= Time = 6 horas
Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para Th. Cons-
truye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de Th para
los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si
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hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: Th (Porcentaje de brecha a Th)
Factor: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccién de la Variable: Time = 6

Numero de observaciones: 209
Numero de niveles: 2

Para comparar de manera rapida y visual si existen diferencias significativas, se
pueden observar dos graficos que proporciona la herramienta: el de Dispersion
por Codigo de Nivel y el de Caja y Bigotes.

Figura 10.8: Graficos para un tiempo de seis horas.

De igual manera, se muestran la tabla ANOVA y la tabla de Medias.

Tabla 10.13: Tabla ANOVA para Th por CT (Time = 6)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 407,225 1 407,225 2.24 0.1362
Intra grupos 37661.9 207 181.942
Total (Corr.) 38069.2 208

La tabla ANOVA (Tabla 10.13) descompone la varianza de Th en dos com-
ponentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 2,23821, es el cociente entre el estima-
do entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
razon-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre la media de Th entre un nivel de CT y otro, con un nivel del 95,0 %
de confianza.

La tabla 10.14 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los

intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.
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Tabla 10.14: Tabla de Medias para Th por CT con intervalos de confianza del 95,0 % (Time = 6)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 106 | 51.6756 | 1.31013 49.8492 53.502
1 103 | 54.4676 | 1.32907 52.6148 56.3204
Total | 209 | 53.0516

10.3.2. Contraste de porcentaje de cicatrizacion a un tiempo T

Comparando los datos con un ANOVA Multifactorial en Statgraphics, se obtiene
lo siguiente.

= Time = 6 horas
Este procedimiento ejecuta un anélisis de varianza de un factor para (Oh-
Th)/0h*100. Construye varias pruebas y gréficas para comparar los valores
medios de (0h-Th)/0h*100 para los 2 diferentes niveles de CT. La prueba-F en
la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas entre las medias.

Variable dependiente: (0h-Th)/0h*100
Factores: CT (C = Control = 0, T = Tratado = 1)
Seleccion de la Variable: Time = 6

Numero de observaciones: 209
Numero de niveles: 2

Figura 10.9: Graficos para la estimacién del porcentaje de cierre en seis horas.

Tabla 10.15: Tabla ANOVA para (0h-Th)/0h*100 por CT (Time = 6)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 510.401 1 510.401 2.37 0.1252
Intra grupos 44579.8 207 215.361

Total (corregido) 45090.2 208

La tabla ANOVA (Tabla 10.15) descompone la varianza de (Oh-Th)/0h*100
en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 2,36998, es el cociente entre
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el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la razén-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de (0h-Th)/0h*100 entre un nivel de CT y otro, con
un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 10.16: Tabla de Medias para (0h-Th)/0h*100 por CT con intervalos de confianza del 95,0 %
(Time = 6)

CT | Casos | Media | Error Est. | Limite Inferior | Limite Superior
0 106 | 27.6468 | 1.42538 25.6597 29.6338
1 103 24.521 1.44599 22.5052 26.5368
Total | 209 | 26.1063

La tabla 10.16 muestra la media de Th para cada nivel de CT. También muestra
el error estandar de cada media y un intervalo alrededor de la misma. Los

intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.



Capitulo 11

Resultados y discusion

En este capitulo se recogen los resultados obtenidos del proyecto de ingenieria.
Del mismo modo, se muestran los que son fruto del analisis estadistico de los valores
proporcionados por la aplicacion desarrollada, tratando asi de concluir también el
estudio de investigacion.

11.1. Resultados del proyecto de ingenieria

El resultado principal fruto de este proyecto ha sido lograr la automatizacion de
una etapa perteneciente a un experimento de investigacién.

Con ello, se ha conseguido implementar un método de medida eficaz, objetivo
y muy util permitiendo al personal de investigacién disponer de una herramienta
intuitiva y de facil uso para utilizar en su proyecto. Como consecuencia, se tiene
ademas un importante ahorro de tiempo, pudiendo procesar y analizar una canti-
dad determinada de microfotografias en pocos minutos.

Cabe destacar, que desde que la aplicacion biomédica fue instalada, su funciona-
miento esta siendo puesto a prueba practicamente a diario. Por el momento, no han
sido registrados graves fallos y opera de forma normal.

En definitiva, se puede afirmar que se ha puesto solucion a la problematica pre-
sentada en un principio y que los resultados obtenidos de este proyecto son muy
satisfactorios.

En el anexo B de este documento, queda referenciada la aplicacién software di-
senada ad hoc para el procesamiento de imagenes de microscopia obtenidas en la
investigacion que se lleva a cabo.

11.1.1. Relaciéon rendimiento - calidad de las microfotografias

Es importante destacar que los algoritmos desarrollados, aun presentando un
elevado rendimiento y un alto indice de eficacia a la hora de segmentar las microfo-
tografias, pueden fallar en ocasiones excepcionales.
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El funcionamiento de los algoritmos dependera en todo momento de la calidad
de las imagenes de microscopia. A pesar de que éstos estan adaptados e intentan
corregir algunas deficiencias, es probable que la segmentacion no sea cien por cien
correcta si la imagen presenta manchas o la iluminacién no estd homogéneamente
distribuida. Por ello, en estas situaciones se suele hacer bastante hincapié en que
la etapa previa al procesamiento, la realizacién de las capturas, ha de ser realizada
prestando especial atencion. De esta manera, podra sacarse el maximo partido a los
algoritmos desarrollados.

En las figuras 9.1 y 9.2 se evidencia un ejemplo de mal funcionamiento de ambos
algoritmos. Como se puede observar, en la zona oscura de la imagen, el algoritmo
comete errores al bordear la brecha.

Figura 11.1: Ejemplo de procesamiento incorrecto (Algoritmo empirico).

Figura 11.2: Ejemplo de procesamiento incorrecto (Algoritmo por texturas).

11.2. Resultados del proyecto biomédico

En base al analisis estadistico de los resultados obtenidos con la aplicacion biomédi-
ca resumidos en el capitulo anterior, se puede concluir que, en general, no existen
evidencias de diferencias significativas al comparar los experimentos control con los
tratado.

Es importante destacar, que a pesar de no haber encontrado disparidad, si aparece
una posible tendencia a que existan diferencias significativas en los experimentos
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estimulados a 100 A /mm?. Se ha de tener en cuenta, que a partir de esta intensidad
por unidad de superficie, la temperatura aumenta y las células sufren hipertermia.
En la tabla 11.1 se recopilan algunos valores estadisticos con los que queda reflejado
lo dicho anteriormente.

Tabla 11.1: Tabla de pardmetros para los experimentos realizados a seis horas.

Variable dependiente pA/mm? | Razén-F | Valor-P
Porcentaje de brecha 50 0.94 0.3348
Porcentaje de cicatrizacion 50 0.13 0.7166
Porcentaje de brecha 100 2.24 0.1362
Porcentaje de cicatrizacion 100 2.37 0.1252

Estos resultados son analizados en mayor profundidad por el equipo investigador
en el anexo A.
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Capitulo 12

Gestion del proyecto

En este capitulo se resume la gestién que ha tenido este proyecto.

12.1. Ciclo de vida

El proyecto de automatizacién del proceso de medida de brecha para el Hospital
Ramon y Cajal de Madrid, ha tenido una duracién aproximada de seis meses, dando
comienzo en enero de 2016 y finalizando en junio de ese mismo ano.

Las diferentes fases por las que ha pasado se detallan a continuacion.

1. Conocimiento y definiciéon de la problematica existente
En esta primera fase, se traté de comprender a fondo la problematica existente.
Para ello fueron necesarias diversas visitas al Servicio de Bioelectromagnetismo,
donde se pusieron en contacto ingenieros y personal de laboratorio.

2. Analisis de imagenes
Mas tarde, una vez comprendida la problemética, las microfotografias fueron
cedidas por el Hospital para comenzar el anélisis visual de las mismas. Asi mis-
mo, se siguio de cerca el proceso de realizacién de varios experimentos, pudiendo
profundizar en la metodologia utilizada y asimilar nuevos conocimientos.

3. Basqueda de informacién relacionada con la problematica

Una vez definida la problematica y conocida la tipologia de las imagenes de
microscopia, se traté de encontrar la manera de automatizar el proceso de
medida de brecha. Para ello, se investigd sobre los métodos empleados con tal
fin en otros laboratorios del mundo.

Asi mismo, se traté de conocer los software que se utilizan actualmente para
ello, descubriendo los programas de los que se ha hablado en el capitulo de
herramientas para el procesamiento de microfotografias.

4. Estudio de las técnicas de procesamiento de imagenes
Tras elegir MATLAB como la herramienta estrella para resolver la problematica
y disenar los algoritmos, fue necesario estudiar las técnicas de segmentacion
existentes y las funciones de las que dispone el usuario programador.

5. Diseno e implementacion de algoritmos
Conocida la toolboz de MATLAB de la que se ha hablado anteriormente (Image
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Processing Toolbox), se comenzo con el disefio de algoritmos para el procesa-
miento de las imagenes cedidas. Los algoritmos con los que trabaja la interfaz
desarrollada se tuvieron completamente terminados a primeros de mayo. Duran-
te todo el proceso de escritura de los mismos, fueron probados con las imagenes
originales.

6. Diseno e implementacion de interfaces

Antes de disenar la interfaz final, fueron implementadas cuatro interfaces mas.
Con ello se consiguié el manejo de la herramienta GUIDE de MATLAB, utili-
zada para el desarrollo de todas ellas.

A la hora de disenar la interfaz definitiva para la aplicacién biomédica, se tuvo
una reunion con el personal de laboratorio para realizar un croquis bien deta-
llado de la misma. Asi mismo, se redactaron todos los requisitos que ésta debia
cumplir.

7. Instalacion de la aplicaciéon biomédica
Con la interfaz programada, se acudié de nuevo al Servicio de Bioelectromag-
netismo. La interfaz fue probada con éxito por el personal de investigacion y se
le dieron los tltimos retoques. La aplicacién de procesamiento de iméagenes fue
instalada en el laboratorio del Hospital el dia 13 de junio de 2016.

8. Documentacién del proyecto
Con esta fase de documentacion sobre el funcionamiento de la aplicacion biomédi-
ca y los algoritmos de procesamiento que emplea, se da por concluido este
proyecto.

12.2. Planificacion

En cuanto a la planificacién, se puede dividir el proyecto en tres fases bien dife-
renciadas.
Los meses de enero, febrero y marzo estuvieron dedicados al estudio del estado
actual de la problematica y a la busqueda de soluciones técnicas. En abril, los al-
goritmos empezaron a desarrollarse y en mayo se consiguié tenerlos funcionando
al cien por cien. En junio fue cuando se disené e implementé la interfaz definitiva
con la que actualmente funciona la aplicaciéon biomédica instalada en el Servicio de
Bioelectromagnetismo.

12.3. Personal involucrado

En este proyecto han participado profesionales pertenecientes a diferentes campos
de estudio: el de la ingenieria y el de la investigacién cientifica. Se ha trabajado
codo con codo con bidlogas y técnicos de laboratorio y a su vez con ingenieros. Cada
colaborador ha aportado ideas desde su punto de vista, en base a sus conocimientos
y a la experiencia laboral en su area.



Capitulo 13

Conclusiones

En esta ultima parte del documento se presentan las conclusiones que se des-
prenden del proyecto llevado a cabo. Asi mismo, se comentaran algunos posibles
desarrollos futuros que tendran como objetivo conseguir la optimizacién de las he-
rramientas creadas.

13.1. Conclusion

A dia de hoy, es evidente que la ciencia y la tecnologia estan en constante desa-
rrollo. Los avances surgidos en los ultimos anos en ambas areas eran impensables
hace décadas. En este proyecto, se ha logrado fusionar dos campos de estudio muy
diferentes, pero que dia a dia y poco a poco, se va logrando una mayor sinergia entre
ambos: la medicina y la ingenieria.

Haciendo uso de técnicas de visién artificial y de programacion, se ha conseguido
implementar una aplicacion informatica que facilita el andlisis y el procesamiento
de iméagenes de microscopia, realizando el tratamiento de las mismas de manera
automatica. Con la utilizacion de la nueva herramienta, se obtienen unos resultados
que presentan un elevado nivel de precisién y fiabilidad. Ademas, se proporciona al
especialista un gran ahorro de tiempo en la ardua tarea de segmentacion de micro-
fotografias. Con ello, queda constancia, una vez mas, lo beneficioso que puede llegar
a ser aplicar las técnicas y los principios del campo de la ingenieria al mundo de la
investigacion.

Para concluir, se puede afirmar que se ha alcanzado la meta fijada. Se ha logrado
poner solucién a una problematica concreta y bien definida, con la implementacion
de un método eficaz, pero sobretodo, objetivo. Con ello, también se ha consegui-
do realizar un pequeno aporte al gran mundo que engloba lo relacionado con la
investigacion y el desarrollo.

13.2. Desarrollos futuros

En cuanto a las mejoras que podria presentar en un futuro la aplicacion biomédi-
ca, cabe decir que ésta es muy completa, ya que se realizé6 codo con codo con el
equipo de investigacién y fueron anadidos todos los detalles necesarios durante su
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proceso de creacion. No obstante, actualmente la interfaz esta siendo optimizada y
se le estan anadiendo nuevas funcionalidades y mas célculo estadistico.

Uno de los posibles desarrollos futuros a estudiar, seria convertirla en una apli-
cacion cuya ejecucion no dependiera de MATLAB, sino que pudiera ser abierta en
cualquier maquina sin necesidad de poseer este soporte y con independencia del sis-
tema operativo instalado en el ordenador en el que se ejecuta. Este proceso no se ha
llevado a cabo en este proyecto puesto que se requeria una interfaz de manera inme-
diata, y se considerd que realizar esta transformacion no anadiria, por el momento,
gran valor al producto.

Otro elemento susceptible de mejoras podrian ser los algoritmos de segmentacion,
pues como ya se comentd en el capitulo de resultados, el procesamiento a veces no es
cien por cien preciso. Esto depende de algunos factores, como por ejemplo la calidad
de las imagenes. En un futuro, podrian desarrollarse nuevos algoritmos o modificar
los existentes, con el fin de resolver este problema u otros que surgieran. La apli-
cacion esta disenada para que los algoritmos con los que trabaja sean facilmente
intercambiables, por lo que hacer un cambio de este tipo no supondria un grave
trastorno.

En el caso de este proyecto, se ha resuelto una problematica que utiliza una
linea celular concreta. Si el cultivo celular fuera otro, la apariencia de las imagenes
cambiaria, pero los algoritmos podrian ser igualmente adaptables. En la figura 13.1
se muestra una microfotografia de la misma técnica experimental, pero utilizando
otro tipo de células: fibroblastos. Nétese la textura que presenta el cultivo en esta
ocasién y la diferencia morfoldgica de las células con respecto a las utilizadas en este
proyecto.

Figura 13.1: A la izquierda, cultivo de fibroblastos. A la derecha, cultivo de queratinocitos.

En definitiva, tanto los algoritmos como la interfaz estan abiertos a futuros cam-
bios y mejoras, con el fin de intentar cubrir el maximo de necesidades que puedan
surgir de una investigacion biomédica y que sean referentes al procesamiento digital
de imagenes. De esta manera, se facilitara el trabajo en la medida de lo posible a
los especialistas, que ademés se beneficiaran de un gran ahorro de tiempo en sus
proyectos.
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Apéndice A

A: Extracto del ensayo por el
equipo investigador

A.1. Objetivo

Los sistemas de terapia electrotérmica por Transferencia Eléctrica Capacitiva-
Resistiva (TECR) mediante el uso de corrientes de radiofrecuencia (RF), se han
mostrado altamente eficaces en sus aplicaciones clinicas para la reparacion y cica-
trizacién de heridas epiteliales. Sin embargo, los fenémenos celulares y moleculares
implicados en esos efectos terapéuticos de los tratamientos TECR no han sido iden-
tificados hasta la fecha. Los trabajos en curso en el Servicio BEM-Investigacion del
Hospital Ramoén y Cajal-IRYCIS estan dirigidos a la identificacién y caracterizacion
de dichos fenomenos a nivel molecular y celular.

En los procesos de reparacién y cicatrizacién cutanea, se consideran criticos los
fenémenos de proliferacién y migracién celular, cuyas dindmicas (tasa y cronologia)
difieren entre los dos principales estratos del epitelio: epidémico (externo) y dérmico
(interno.) En esta primera fase del estudio se prioriza la investigacion de la respuesta
migratoria temprana en cultivos de células epidérmicas humanas a la estimulacion
con pulsos (dos pulsos de 5 minutos) con corriente RF TECR débil (subtérmica.)
Los efectos en la migraciéon celular se valoran a través del estudio de la tasa o
velocidad de cierre de una herida, brecha o surco abierto en la monocapa formada
por las células epidérmicas cultivadas en placas de Petri. Los cambios tempranos (6
primeras horas de cierre) en las dimensiones de la brecha se cuantifican mediante dos
procedimientos: 1) procedimiento estéandar de medicién de distancias entre los bordes
de la brecha, que se describe a continuacién, y 2) algoritmo y software disenados ad
hoc para calcular la superficie de la brecha.

A.2. Modelo biolégico: Linea celular de epitelio humano

HaCaT es una linea celular de queratinocitos humanos inmortalizada gracias a
una mutacion en el gen pb3 y posee una alta capacidad de proliferacion en culti-
vo. Estas células se emplean habitualmente en estudios experimentales de respuesta
cutanea, ya que poseen un genotipo y fenotipo muy similares a los de los querati-
nocitos primarios humanos, cuyo cultivo es inviable. Sin embargo, aunque se trata
de una linea establecida, el crecimiento en cultivo de las células HaCaT es menos

73



74 APENDICE A. A: EXTRACTO DEL ENSAYO POR EL EQUIPO INVESTIGADOR
homogéneo y estable que el de otras lineas celulares de uso regular.

Como hemos mencionado, la migracién de los queratinocitos constituye un proce-
so fundamental para la regeneracion de la superficie cutanea. Para realizar el ensayo
de la migracién celular se ha usado la técnica de wound assay o cierre de la herida
sobre los cultivos de HaCaT. En conjunto con el analisis de marcadores molecu-
lares de migracion celular, el estudio de la evolucién de la herida realizada en la
monocapa de queratinocitos permitira determinar si el tratamiento TECR afecta a
la migracion.

A.3. Metodologia

Los queratinocitos HaCaT fueron cultivadas en T-Flasks (Falcon) en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con un 10 % (vol/vol) de suero
bovino, L-Glutamina (4 mM), penicilina-estreptomicina con fungizona (100 U/ml),
crecidas en una atmdsfera a 37°C y 5% de C'O, en una incubadora (Forma Scienti-
fic), y subcultivadas una vez por semana. Para el conjunto de los experimentos, las
células se sembraron en placas Petri (Nunc) de 60 mm de didmetro a una densidad
de 3,7 x 10* células/ml.

En el presente estudio, se ha analizado un total de 6 replicados experimentales,
usando cultivos en pasajes de 5 - 12 semanas. En cada replicado se sembré un total
de 6 placas Petri: 3 tratadas y 3 controles sometidas a simulacro de tratamiento.
Tras cuatro dias de cultivo en placa, se efectud un surco o herida en la monocapa de
células, utilizando para ello una punta de pipeta p200. A continuacién (Tiempo 0
horas: Tp) se toman fotomicrografias digitales de la herida, utilizando un objetivo de
(10x) en un microscopio Nikon, modelo TMS-F, equipado con cdmara digital Nikon,
modelo D90. Inmediatamente después, los cultivos fueron sometidos a tratamiento
real (dos pulsos de 5 min, uno a T y otro a Ty) o simulado. A Ty horas, completado
el intervalo experimental de tratamiento/simulacro, los cultivos fueron fotografiados
nuevamente en la misma region fotografiada a Tj.

En todos los procedimientos y analisis se aplicaron protocolos ciegos para trata-
miento, haciendo uso de claves alfanuméricas para la identificacion de las muestras.
De esta forma, el estudio de los cultivos se realizaba en ausencia de informaciéon
sobre su condicién de tratados o controles.

A.3.1. Procedimiento para la adquisicion de las imagenes de los cultivos

Inmediatamente después de realizar el surco (7p) cada una de las placas Petri fue
marcada mediante puntos y lineas guia, con el fin de localizar con precisiéon cada
una las regiones a fotografiar (Figura A.1).

Se fotografian los dos campos que estdn por encima y por debajo de cada linea
guia, delimitada por 4 puntos guia, como se muestra en el esquema de la Figura A.2.

Una vez adquiridas las imagenes, en cada campo se mide el grosor o apertura
de la brecha en 3 puntos representativos. Las mediciones se ejecutan utilizando



A.3. METODOLOGIA 75

Figura A.1: Esquema explicativo del procedimiento para la adquisicién de las imagenes.

Figura A.2: Esquema explicativo del procedimiento para la adquisicién de las imagenes.

la herramienta regla del programa Photoshop para analisis de imagen asistida por
computador.

En la figura A.3 se representan las distancias entre los bordes de la herida, a medir
en la imagen adquirida para estimar el grosor de la brecha.

Los datos de distancias obtenidos se vuelcan en un archivo Excel y se calcula la
media y la desviacién estdndar de estos (Tabla A.1).

De cada herida se obtiene un total de 6 imégenes, y de cada imagen, 3 datos de
distancia/longitud; con lo que por cada brecha y tiempo estudiado tenemos un total
de 18 datos de distancia, que permitiran valorar la evolucion del cierre de la herida.

Con los valores de las medias obtenidas a los dos tiempos considerados (Tp y
Ts) se elabora un documento Excel que permite comparar los datos en términos de
porcentaje de cierre de la herida (Tabla A.2).
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Figura A.3: Método de medida del ancho de la brecha.

Tabla A.1: Tabla con distancias, media y desviaciéon por punto.

FOTO | PUNTO 1 | PUNTO 2 | PUNTO 3 MEDIA DESVIACION
339 17,48 17,14 17,34 17,32 0,17088007
340 17,61 18,69 17,34 17,88 0,71435285
341 17,68 15,31 15,99 16,32666667 1,22034148
342 15,51 16,26 17,41 16,39333333 0,95699181
343 15,99 13,68 15,31 14,99333333 1,18711134
344 15,85 15,24 16,66 15,91666667 0,71234355

A.4. Estadistica

La tabla A.3 muestra los resultados correspondientes a la evolucién temprana del
cierre de un surco (DIF 0-6 H) entre el inicio del tratamiento (7j: 0H) y las 6 horas
posteriores (Ty: 6H.) Los datos obtenidos asi fueron sometidos a andlisis estadistico
mediante el test de la t de Student para datos no apareados. Las diferencias entre
tratados y controles fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p fue
menor que 0,05.

A.5. Conclusion a partir de la aplicacion del método estandar
(medicién de distancia)

A tiempo T la distancia media entre los bordes de la brecha en las regiones
estudiadas era 11,89 4 4,68 % mayor en las muestras tratadas con TECR que en
los controles sometidos a tratamiento simulado. Esta diferencia resulté ser signi-
ficativa estadisticamente (p = 0,03). Una inhibicién de la emigracién de las célu-
las epidérmicas puede afectar favorablemente al proceso general de cicatrizacién de
heridas cutaneas, al evitar los problemas originados frecuentemente por el cierre
prematuro de la epidermis con respecto a la dermis.
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Tabla A.2: Tabla que muestra el porcentaje de cicatrizacion.

0H 6H DIF 0-6H | % CIERRE
PUNTO 1 17,32 17,88 -0,56 -3,23325635
PUNTO 2 17,88 17,3633333 | 0,51666667 | 2,8896346
PUNTO 3 16,3266667 | 15,3066667 1,02 6,24744794

PUNTO 4 16,3933333 14,79 1,60333333 | 9,78039854
PUNTO 5 14,9933333 13,86 1,13333333 | 7,55891507
PUNTO 6 15,9166667 | 14,0433333 | 1,87333333 | 11,7696335
MEDIA FINAL | 16,4716667 | 15,5405556 | 0,93111111 | 5,65280448

Tabla A.3: Tabla de resultados de la evolucién del cierre en seis horas.

Unpaired t test
P value 0,0292
P value summary *
Significantly different? (P < 0.05) Yes

One- or two-tailed P value? Two—tailed

t, df t=2,542 df=10
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 100,0 £+ 0,01726 N=6
Mean £+ SEM of column B 88,13 + 4,677 N=6
Difference between means —11,89 4+ 4,677

A.6. Analisis y conclusién de los resultados aplicando el al-
goritmo y software disenados ad hoc (medicién de su-
perficie de la brecha)

Tras analizar las mismas imagenes con la interfaz creada, los resultados obtenidos
se muestran en la tabla A.4:

Tabla A.4: Tabla de resultados de la evolucién del cierre en seis horas (utilizando el algoritmo).

Unpaired t test
P value 0,1162
P value summary Ns
Significantly different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two—tailed
t, df t=1,762 df=8
How big is the difference?
Mean = SEM of column A 100,0 £+ 0,02067 N=5
Mean + SEM of column B 88,67 £+ 6,441 N=5
Difference between means -11,35 & 6,441

Con este procedimiento, la superficie media de la brecha en las mismas imagenes
era —11,35 + 6,44 % mayor en las muestras tratadas con TECR que en los controles
sometidos a tratamiento simulado. Esta diferencia no alcanzé el nivel de significacion
estadistica (p ~ 0,11.)



78 APENDICE A. A: EXTRACTO DEL ENSAYO POR EL EQUIPO INVESTIGADOR

Figura A.4: Histograma representativo de los resultados de la tabla A.3.

Figura A.5: Histograma representativo de los resultados de la tabla A.4.

A.7. Comentario final

Ambos procedimientos alcanzaron resultados muy similares, indicativos de una
inhibicién o retardo de la migracién (en el cierre de la herida) en las muestras trata-
das eléctricamente, del orden del 11,5 % con respecto a los controles. Sin embargo,
el hecho de que las desviaciones en los datos de superficie resulten ser ligeramente
superiores a las obtenidas en los datos de distancia/longitud, determina en parte la
falta de significacion estadistica para las diferencias entre tratados y controles.

A falta de completar los datos sobre marcadores moleculares de migracion, y da-
do que: 1) este segundo procedimiento basado en la estimacién de superficies esta
disenado para garantizar la méxima objetividad en su aplicacién, y 2) el método
cientifico establece que rechazar un efecto potencialmente real es preferible a acep-
tar un efecto potencialmente falso, la conclusiéon obtenida de la comparacion de los
dos métodos aplicados es que las diferencias observadas no son significativas. Sin
embargo, lo anterior no significa que los dos métodos empleados conduzcan a con-
clusiones diferentes. En efecto, las coincidencias entre los resultados son evidentes,
por lo que es previsible que una ampliacién de la muestra mediante replicados expe-
rimentales adicionales, llevaria a conclusiones concluyentes. Ademas, tal ampliacion
del estudio contribuiria a comprobar si la menor desviaciéon con respecto a la media
en el procedimiento estandar se mantiene o no. Y si se mantiene, habria que de-
terminar si esta menor desviacién pudiera deberse a un sesgo por subjetividad del
investigador a la hora de seleccionar los puntos para medicién de distancias, o a que
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los valores de superficies estan sujetos a mayor variacion que los de longitud. En este
punto conviene recordar que la posibilidad de sesgos por subjetividad se considera
eliminada por la aplicacion de protocolos ciegos para exposicion de las muestras, y
para toma y analisis de iméagenes.
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Apéndice B

B: Publicitacion del Congreso de
INDIBA

Segun se ha especificado en la seccién 11.1 del capitulo de Resultados y discusion,
la aplicacién software disenada fue puesta en practica por el equipo investigador des-
de el dia que se dio por concluida su instalacion.

Como evidencia de lo anterior, se anexa a continuacion publicitacién del Congreso
que celebrard INDIBA [11] (Empresa patrocinadora de los estudios de investigacion)
en la ciudad de Gijon (Asturias) a mediados del préximo mes de Octubre.

Figura B.1: Publicitacién del Congreso.

En este evento se expondran las diferentes lineas de investigacion biomédica so-
bre Mecanismos celulares de regeneracion cutdnea en tratamientos INDIBA, siendo
parte colaboradora de una de sus fases el presente proyecto.

A continuacién se adjunta el pdster descriptivo de los estudios de investigacion
realizados por el Servicio de Bioectromagnetismo del Hospital Ramén y Cajal en
colaboracion con la Escuela Técnica Superior de Ingenieria y Diseno Industrial de
la Universidad Politécnica de Madrid, que seran presentados en el citado Congreso.
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Mecanismos celulares de regeneracion cutanea en tratamientos INDIBA

M. L. Hernandez Bule?', E. Toledano Macias', M. de Andrés Zamora?

1 Servicio BEM-Investigacioén, Hospital Universitario Ramoén y Cajal —IRYCIS, Madrid. 2Escuela Técnica Superior de Ingenieria y Disefio Industrial , Universidad Politécnica de Madrid

INTRODUCCION

Existe evidencia clinica de que INDIBA promueve la regeneracion y
cicatrizacion de heridas y lesiones cutaneas. Tal efecto podria deberse
en parte a incrementos en la circulaciéon sanguinea y en el
metabolismo de los tejidos subcutdneos en respuesta al estimulo
térmico. Sin embargo, otros mecanismos potencialmente implicados no
han sido investigados todavia. La reparacion de heridas cutaneas
implica procesos de proliferacion y migracion celular (Figura A), que
requieren de una regulacion especifica de la expresién y localizacion
de moléculas de adhesion célula-célula y célula-sustrato (Figura B).

OBJETIVOS

Investigar las bases biolégicas de la potencial accién de la sefal eléctrica
INDIBA en procesos de regeneracion cutanea, epidérmica y dérmica.

MATERIALES Y METODOS
« Linea de queratinocitos humanos HaCaT

« Tratamiento eléctrico: subtérmico, 100 pA/mm2,

5 min ON-4 h OFF durante 6, 12 0 48 horas
B
A « Técnicas de proliferacién: Ensayo XTT
* Técnicas de migracion:
1. Inmunofluorescencia e inmunoblot para
gl_'f.-fcii" moléculas de adhesion intercelular:
miaracion E-caderina y B-catenina, y de adhesién
al sustrato: vinculina
- A 2. Ensayo de cierre de la brecha P
5:(:?;:‘:: y Vinculina e integrinas
RESULTADOS Y DISCUSION
1.Proliferacién celular Resultados: INDIBA indujo 2. Inmunoblot para expresion de E-caderina, -catenina, vinculina y MMP9

” incrementos  significativos en VING MMP9 E-CAD B-CAT

i . la proliferacion celular ¢ T ¢ T C T ¢ T

o Células (ensayos XTT e inmuno- = NN -

t « en fluorescencia) pact D Oy - G - -

o S

division
© - (ntcleos  Discusion: una tasa Resultados: INDIBA indujo sobreexpresion significativa de las proteinas de
— en incrementada de proliferacion adhesidn al sustrato, vinculina (VINC), y de migracion, MMP9, y subexpresion de

«n i mitosis) en queratinocitos promoveria las proteinas de adhesién intercelular, E-caderina (E-CAD) y B-catenina (B-CAT).
o regeneracion epidérmica, ya Discusién: Una mayor adhesion de las células al sustrato y menor adhesién
3 ue en la intervencion de ; i ; i ; i

] /| q ! - entre células, podria favorecer la migracién y/o proliferacion.

© > estas células en regeneracion

L J prima la proliferacién sobre la

migracion 4. Cierre de la brecha

3. Inmufluorescencia para expresion de E-caderina, B-catenina,
vinculina y MMP9.
E-caderina+Nucleo

B-cat+MMP9+Nucleo Vinculina+Nucleo

Controles

Tratados

Resultados: INDIBA indujo incrementos significativos en la expresion
de MMP9 y de la proteina de adhesion al sustrato vinculina, asi como
su desplazamiento desde el citoplasma hacia la membrana celular,
donde es funcionalmente activa. Por el contrario, las proteinas de
unién intercelular E-caderina y B-catenina, resultaron subexpresadas,
sufriendo ademas la E-caderina una translocacion hacia el citoplasma,
lo que determina la inactivacion de la proteina.

Conclusiones: Tales cambios en la expresion y localizacion de
complejos de adhesion celular, inducidos por el estimulo eléctrico
INDIBA serian compatibles con una accién promotora de la migracion
celular implicada en procesos de regeneracién epidérmica.
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Resultados: Para elucidar si los efectos observados en proteinas podrian
resultar en cambios de la migracién celular, se realizé un ensayo piloto de cierre
de la herida (Figura C). La evolucion del cierre de un surco practicado en la
monocapa se analizé mediante software disefiado ad hoc (Figura D). En un
primer analisis no se han detectado diferencias significativas entre la muestras
controles y las tratadas con INDIBA, en la velocidad de cierre del surco.

Conclusiones: Los cambios electroinducidos, tanto en la proliferaciéon celular
como en la expresidon y localizacion de complejos de adhesién celular, no
resultaron en cambios detectables en la velocidad de cierre del surco. Esto
podria deberse a que, en las condiciones aplicadas, el proceso de cierre es
demasiado rapido (t<12 h) para poder detectar efectos en su cinética.

CONCLUSION

Estos resultados identifican mecanismos celulares y subcelulares implicados en la electroestimulacion de la proliferacién y migracion
de queratinocitos, y constituyen un respaldo a las aplicaciones de INDIBA en regeneracion y cicatrizacion cutanea
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