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Avances en el procesamiento de
imagenes biologicas a nivel
microscopico: eliminacion de ruido

Continuamos en este articulo revisando los diferentes aspectos de procesamiento de imagen en microsco-
pia considerando, esta vez aquellos algoritmos disefiados para la reduccion del ruido. El ruido es un con-
cepto bien ubicuo en la ingenierfa de telecomunicacion, y es de hecho nuestra profesion la que lidera el
diseio de este tipo de procesos orientados a combatir estas interferencias aleatorias.

[ ruido ha sido un “enemi-

go” tradicional de las

comunicaciones puesto que
degrada la calidad de las transmi-
siones y es uno de los factores
limitantes de la maxima distancia
a la que se puede transmitir una
sefial. Por este motivo, los ingenie-
ros de telecomunicacién se han
esforzado desde los comienzos de
las comunicaciones radioeléctri-
cas por combatir este indeseado
companero, en primer lugar de
forma analdgica, y con la revolu-
cién digital, mediante complejos
algoritmos de filtrado. Como nota
histérica, es importante destacar
que el origen del “ruido” no pudo
explicarse hasta que en 1905 Eins-
tein predijera la existencia de ato-
mos a través del ruido y Perrin
confirmara sus predicciones, e
incluso es curioso saber que se uti-
lizara el ruido para calcular el
nimero de Avogadro. El articulo
de Cohen en 2005 es una magnifi-
ca revision de la historia del ruido
a través de la fisica atémica.

Fuentes de ruido

Aunque el ruido, en su concep-
ciébn mdas purista, proviene del
movimiento aleatorio de los ato-
mos, en términos practicos pode-
mos designar como ruido toda
aquella sefal que interfiere con la

leza aleatoria de la llegada de par-
ticulas (fotones en el caso de
microscopia Optica o de rayos X;
electrones en el caso de microsco-
pia electrénica; y particulas
radiactivas en el caso de autorra-
diografias) al receptor (es decir, si
ponemos una muestra en el

“Es importante destacar que el origen del “ruido” no pudo
explicarse hasta que en 1905 Einstein predijera la existencia
de atomos a través del ruido y Perrin confirmara sus
predicciones, e incluso es curioso saber que se utilizara el
ruido para calcular el nimero de Avogadro”

sefial de interés. En microscopia
existen varias fuentes de ruido.

En primer lugar, considerando
que las imagenes se forman por la
recoleccién de particulas, una
fuente obvia de ruido es la natura-

microscopio y la observamos dos
veces es muy probable que en un
mismo punto y para una misma
duracién de la observacion reco-
lectemos un nimero diferente de
particulas, esto es lo que se cono-
ce como shot noise). Se suele asu-
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mir que dicha llegada de particu-
las sigue una distribucién de Pois-
son. Sin embargo, dado que nor-
malmente el nimero de particulas
que llega es muy elevado, se
puede aproximar bien esta distri-
bucién por una gaussiana. Hay
aplicaciones en las que esto no es
asi como son las autorradiografias
(se inyecta una sustancia radiactiva
a un tejido, con tendencia a acu-
mularse en determinadas estructu-
ras y se observan las particulas
beta o gamma emitidas), en este
caso, el nimero de particulas no
es lo suficientemente elevado
como para considerar el ruido
Ccomo una gaussiana.

La segunda fuente de ruido
obvia la constituye el receptor utili-
zado para detectar los fotones o
electrones. En el caso de utilizar
una camara CCD tendremos, como
en todos los dispositivos electroni-
cos, ruido térmico y el ruido intro-
ducido por los amplificadores
detras del detector CCD. Si en su
lugar lo que se utiliza es una peli-
cula, entonces tendremos el ruido
asociado a la microestructura de
cristales presente en la pelicula
(film grain noise, cuando uno de
estos pequenos cristales cambia
sus propiedades fisicas por efecto
de la luz; cambia todo el cristal al
mismo tiempo, con lo cual tendre-
mos “cambios en bloque” de forma
local), el ruido debido a los cam-
bios de textura del papel o medio
en el que se revele la pelicula, el
ruido del scanner si posteriormente
se digitaliza la imagen, etc. (ver
Figuras 1y 2).

Al igual que en comunicacio-
nes, también se considera ruido en
imagenes a cualquier sefal interfe-
rente con respecto a la senal de
interés. Este es el caso de la
microscopia electrénica de parti-
culas individuales. Las macromo-
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Fig.1. Micrografia
electrénica de los cristales
de haluro de plata
utilizados en una emulsién
fotogréfica.

Fig.2. La presencia de
cristales es lo que da el
aspecto ruidoso a la
fotografia analégica.

|éculas observadas en el microsco-
pio se encuentran inmersas en
hielo amorfo durante su visualiza-
cion en el microscopio. El resulta-

ruido que sefial) ademds de pre-
sentar muy bajo contraste de la
proteina con respecto al hielo, por
lo que este tipo de imagenes
requieren de robustos algoritmos
de procesamiento de imagen.

Las propiedades estadisticas del
ruido son muy importantes, no
s6lo cual es su distribucion en un
determinado punto sino también si
tenemos la misma distribucién en
todas las zonas de la micrografia
(pudiera ser que determinadas
zonas tengan mas ruido que otras,
es decir si el ruido es estacionario
0 no) o si el ruido en un punto esta
correlacionado con el ruido en
otro punto cercano (es decir, si es
ruido blanco o esta coloreado). La
caracterizacion estadistica del
ruido es fundamental para su pos-
terior eliminacion. También es fun-
damental saber si el ruido es inde-
pendiente de la sefial observada
(ruido aditivo) o si es dependiente
de la misma (ruido multiplicativo).
En la mayoria de los casos de
microscopia se suele tomar ruido
aditivo, salvo en autorradiografia

“Al igual que en comunicaciones, también se
considera ruido en imagenes a cualquier sefial interferente
con respecto a la sefial de interés. Este es el caso de la
microscopia electronica de particulas individuales”

do es que en una misma microgra-
fia se ve la estructura de la protei-
na en la que estamos interesados
asi como la estructura del hielo
que lo rodea (ver Figura 3). De este
modo, el hielo actta de ruido fren-
te a la sefial de interés (la protei-
na). Las imagenes de microscopia
electrénica pueden tener una rela-
cién de sefnal a ruido por debajo
de 1/3 (es decir, tener 3 veces mds

donde el nivel de ruido es obvio
que depende de la cantidad de
materia radiactiva acumulada. A
partir de este momento nos centra-
remos en el ruido aditivo.

Eliminacion del ruido

Las dos técnicas mas clasicas y
mas conocidas por los ingenieros
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de telecomunicacion para la elimi-
nacién de ruido son el promedia-
do vy el filtrado en el espacio de
Fourier. El promediado consiste en
observar el mismo objeto varias
veces, en cada una de las observa-
ciones tendremos una componen-
te constante (nuestra sefal) y una
componente aleatoria (el ruido). Si
calculamos la media de las obser-
vaciones, y asumiendo que el
ruido tiene media nula, cuanto
mas promediemos, mds nos acer-
caremos a la senal y menos ruido
tendremos puesto que los valores
de ruido se iran cancelando unos
con otros hasta alcanzar su media
(este resultado intuitivo no es para
nada obvio matematicamente y es
debido a la ley de los grandes
nimeros demostrada por Jacob
Bernouilli en 1713 y Siméon Pois-
son en 1835; la demostracion de
este teorema le llevé unos 20 anos
a Bernouilli).

El filtrado en el espacio de Fou-
rier sigue una aproximacién dife-
rente: si descomponemos nuestra
sefal como suma de senos y cose-
nos, es posible que sepamos que la
sefial de interés utiliza preferente-
mente unas frecuencias frente a
otras. El ruido blanco, por el con-
trario, las utiliza todas. Los filtros
en el espacio de Fourier eliminan
todos aquellos sumandos de la
expansion en serie de la sefial que
utilizan frecuencias que sabemos
que no provienen de nuestra sefial
y que, por tanto, deben provenir
del ruido. Como bien saben los
ingenieros, hay todo un arte en
cémo disefar los filtros para que
sean computacionalmente eficien-
tes y no modifiquen sustancial-
mente las fases de los coeficientes
que pasan por el filtro (recordemos
que en imagenes la mayor parte de
la informacién se encuentra en las
fases). Es importante destacar un
concepto importante de la elimi-

Fig.3. Ejemplo de micrografia electrénica en
la que se han marcado dos proteinas.
Obsérvese el bajo contraste y el alto nivel
de ruido.

nacién del ruido por filtrado en el
espacio de Fourier: la respuesta
que buscamos es una senal que se
parece mucho a la sefal que
hemos observado (matemdtica-

suponer que se trata de ruido blan-
co gaussiano (ésta es la base por
ejemplo, de la eliminacion de
ruido mediante promediado). Sin
embargo, podemos saber mas
sobre el ruido y podemos informar
a nuestro algoritmo sobre la no
gaussianidad del mismo (teniendo
entonces algoritmos de maxima
verosimilitud, maximum likeliho-
od), que es gaussiano pero esta
correlado y sabemos su estructura
de correlacion (filtro de Wiener,
1949), que sabemos que es gaus-
siano y estd correlado pero no
sabemos su estructura de correla-
cién (filtro de Kalman, 1960), o en
el caso mads general, que sabemos
la familia de distribuciones a la
que pertenece (el caso mas habi-
tual hoy dia es suponer una mixtu-
ra de gaussianas) pero que no
sabemos cuales son los pardmetros

“Las técnicas modernas de eliminacion de ruido
hacen uso de herramientas matematicas mucho
mas potentes”

mente se parece en el sentido de
minimizar la norma de la diferen-
cia) y que es compatible con infor-
macion a priori (en particular, que
solo utiliza unas frecuencias del
espacio de Fourier). Esto es lo que
se conoce como eliminacién de
ruido por medio de priors.

Sin embargo, no son estas dos
técnicas las que mejores resulta-
dos estan dando ahora mismo para
la eliminacion de ruido. Las técni-
cas modernas de eliminacion de
ruido hacen uso de herramientas
matematicas mucho mas potentes.

Priors estadisticos sobre la dis-
tribucion del ruido: La asuncion
mas sencilla sobre el ruido es

de esta mixtura ni su estructura de
correlacién (filtros de particulas,
2000). Hay otros trabajos que
maximizan la verosimilitud de la
imagen de salida utilizando la dis-
tribucion estadistica de los coefi-
cientes en un espacio transforma-
do (el mas habitual es el espacio
de ondiculas (wavelets) y la distri-
bucién conjunta de los coeficien-
tes a diferentes escalas).

Priors de suavidad: Una obser-
vacion importante es que nuestra
sefial varia lentamente a lo largo
del espacio (como es el caso habi-
tual de muchas imdagenes en las
que el valor de un pixel se parece
mucho al valor de los pixeles
adyacentes). A lo largo del tiempo
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se han propuesto una serie de téc-
nicas que tratan de formalizar
matemadticamente este concepto
de suavidad. Por ejemplo, una
forma de expresarlo es pedir que la
energia de nuestra sefal filtrada
sea minima (este prior lo que dice
es que si hay dos sefales filtradas
que son igualmente compatibles,
en el sentido , con nuestra obser-
vacion, la que tiene menos energia
es la mas plausible, puesto que la

sar también de forma matricial,
normalmente imponiendo que la
norma del laplaciano discreto de
nuestra sefal filtrada sea pequefo
(cémo se elige esta norma es tam-
bién un campo muy activo de
investigacion y una de las técnicas
mas modernas utiliza los estima-
dores M de estadistica robusta,
1990), o de forma continua,
pidiendo que la norma del gra-
diente de nuestra sefal filtrada sea

“En microscopia se utilizan las técnicas generales de
eliminacion de ruido que se emplean en procesamiento
de imagenes teniendo cuidado en cada caso de introducir
los priors correctamente y de utilizar la técnica
que explote mas eficientemente la informacion disponible
en cada momento”

que tiene mas energia es posible-
mente porque todavia contiene
algo de ruido). En este sentido se
han disenado también filtros de
gaussiana que convolucionan la
imagen con una gaussiana (o, en
general, con cualquier otro kernel
cuya transformada de Fourier sea
la de un filtro paso bajo) de forma
que un pixel a la salida sea una
media ponderada de los pixeles
cercanos; los filtros bilaterales
adaptan el tamafo local de la
gaussiana en cada direccion inten-
tando no sobrepasar los bordes de
los objetos en la imagen. Los filtros
basados en estadisticos de orden
(la mediana es el mas conocido)
son también muy utilizados y en
ellos subyace la idea de que la
imagen es suave en un entorno
local (el filtro de mediana sustituye
el pixel central de una pequefa
ventana por la mediana de los
valores en la propia ventana). El
prior de suavidad se puede expre-
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pequeiia, es lo que se conoce
como variacion total y difusion
anisotropica. Como vemos, la ver-
sion continua de este prior es
mucho mas moderna que la ver-
sion discreta y se ha derivado de
trabajos recientes sobre la aplica-
cién de técnicas de geometria dife-
rencial al procesado de imagenes.

Priors de dispersion: Otros
priors relativamente modernos son
el hecho de que si expresamos
nuestra senal en el espacio ade-
cuado, ésta utilizard menos coefi-
cientes que el ruido (ésta es la base
del filtrado de Fourier). Uno de los
primeros espacios explorados en
este sentido fue el de las wavelets
con diferentes algoritmos de
umbralizacién. Adn mas moderno
es el hecho de utilizar espacios (y
bases) no ya genéricos, como
podria ser la base de senos y cose-
nos, sino espacios “adaptados” (en
un cierto sentido) al conjunto de

biolégicas a nivel microscopico

imagenes caracteristicas de la apli-
cacion. En este caso se necesitardn
ain menos coeficientes para
expresar la imagen, aumentando
la capacidad de filtrar el ruido.
Esto es lo que se conoce como téc-
nicas dispersas (sparse).

Priors de repeticién: Una obser-
vacion importante en imdgenes es
que hay zonas de la imagen que se
encuentran repetidas en otras
regiones lejanas de la imagen (por
ejemplo, en la Figura 2, tenemos
cielo a la derecha y a la izquierda
de la cipula, la senal subyacente
en estas dos regiones de la imagen
es similar aunque geométricamen-
te se encuentran muy distantes una
de otra). Estos algoritmos tratan de
identificar qué regiones estdn
“repetidas” o son suficientemente
similares, y a partir de ellas produ-
cen una “region” promedio. Son
las técnicas de promediado no
local. &

P Resumen

En general, en microscopia se
utilizan las técnicas generales de
eliminacién de ruido que se
emplean en procesamiento de
imagenes teniendo cuidado en
cada caso de introducir los priors
correctamente y de utilizar la téc-
nica que explote mas eficiente-
mente la informacién disponible
en cada momento. Aquellos lecto-
res interesados en las técnicas de
eliminacién de ruido pueden
ampliar esta informacién en la
revision de Buades en al afo 2005.
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