Revolucionando las imagenes
de microscopia con
inteligencia artificial

Aportes recientes en el uso de los algoritmos
de inteligencia artificial para mejorar la
calidad enimagenes de microscopia
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El campo de la inteligencia artificial (I1A) busca recrear las poderosas capacidades
del cerebro en las maquinas, y actualmente los términos aprendizaje automatico
e IA a menudo se usan indistintamente (1). A medida que la tecnologia basada en
IA gana mds atencion en la comunidad académica, trabajos pioneros que
combinan esta poderosa herramienta con métodos de microscopia han logrado
resultados notables. En este mundo de posibilidades, muchas propuestas utilizan
en conjunto herramientas matematicas, estadisticas y computacionales para
mejorar la calidad de imagenes de microscopia.

Desde principios del siglo XXI, el uso de la microscopia en imagenes digitales se ha extendido ampliamente en el
campo de las biociencias y el andlisis de datos de imagenes se ha vuelto cada vez mas importante. Mucho antes de
gue estas tecnologias estuvieran disponibles, a partir del siglo XVII, se ha intentado dilucidar la organizacién estruc-
tural de los organismos vivos para lograr comprender su funcionamiento. La microscopia dptica se ha convertido en
una herramienta popular generando imagenes de muestras bioldgicas y de organismos vivos que en un momento
se habian limitado al andlisis cualitativo. Tal como se define en el texto de Kota Miura (2), en el campo del procesa-
miento de imagenes, el andlisis de imégenes es una técnica para identificar objetos y patrones en imagenes mediante
el uso de una computadora. A la luz de esta definicion, el andlisis de imagenes tiene como objetivo imitar la forma
en que vemos el mundo y cdmo identificamos sus estructuras visibles. Debido a su complejidad, este objetivo no
puede ser abordado por una sola discipling; se necesita un enfogue interdisciplinario con aportes de informaticos,
bidlogos, quimicos, fisicos, matematicos, médicos y biotecndlogos.

La integracién de los equipos de microscopia con computadoras ha permitido realizar andlisis cuantitativos de
imagenes mediante herramientas incluidas en softwares especializados, que incorporan algoritmos muy potentes
actualmente disponibles. La precisién y objetividad logradas al extraer datos numéricos de esta manera se lo llama
andlisis de imagenes basado en computadora, y permiten determinar formas, distribuciones y dindmicas a partir
de imagenes multidimensionales capturadas a través de los microscopios. La microscopia dptica, en particular
la confocal, es una de las herramientas mas populares e importantes dentro del campo de las bioimagenes,
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permitiendo capturar con gran detalle las células, tejidos y organismos tanto in vitro como
in vivo en tiempo real. Sin embargo, la resolucion de este tipo de microscopia esta limitada
20,2 um debido a la longitud de onda de la fuente de iluminacion (limite de difraccion). En
el caso de imagenes 3D, la resolucién en el eje de penetracion de la muestra es ain menor.
Ademas, lograr una imagen con buena resolucion implica escanear la imagen en forma lentg, lo
cual hace inviable el seguimiento de procesos dinamicos. Estas limitaciones de resolucion
espacial y temporal acotan las utilidades de la microscopia éptica.

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas que permiten obtener imagenes con mayor
resolucion que la dada por el limite de difraccidn, llamadas de superresolucion o nanoscopias.
Otra forma de aumentar la resolucion de una imagen es mediante su restauracion, es decir, el
aumento de la resolucion mediante un conjunto de herramientas matematicas, estadisticas y
computacionales. Se entiende por restauracion a la busqueda de una imagen que represente
fielmente al sistema real a partir de la imagen obtenida (3).Es una técnica de procesamiento de
imagenes que considera a laimagen observada como una modificacion o un porcentaje de la que verdaderamente
se quiere obtener. Los factores que pueden hacer que una imagen no represente adecuadamente al sistema real
estan asociados a las limitaciones de la técnica empleada (del sistema de captadion o al mecanismo de construccidn
de laimagen), y a factores del entomo, los cuales pueden provocar distorsiones, interferencias, errores o pérdida de
informacion.

Una tarea de restauracién de imagenes que ha atraido una atencién creciente en la comunidad de investigacion
e industria es la denominada superresolucion de una imagen. Este tipo de tarea busca mejorar la resolucion de
imagenes y puede dividirse tipicamente en tres categorias (4): métodos basados en interpolacion (crean nuevos
pixeles entre los pixeles existentes usando promedios), métodos basados en reconstruccion (intentan reconstruir la
imagen original a partir de una version de baja resolucién, basandose en ciertas suposiciones o modelos) y métodos
basados en aprendizaje, en el cual pondremos el foco.

¢Qué son los métodos basados en aprendizaje?

Para responder esta pregunta es necesario indicar a qué nos referimos con inteligencia artificial. La 1A se trata de
programas informaticos disefiados para imitar la inteligencia humana y realizar tareas de manera autonoma, lo que
actualmente se reconoce como |A son algoritmos de aprendizaje automatico usados para resolver problemas
similares a los que sabemos resolver los seres humanos. Lo que conocemos como algoritmo, no es otra cosa que
una receta que puede replicar una computadora en situaciones similares (5). Muchos de los sistemas de IA actuales
emplean técnicas de aprendizaje automatico orientadas a resolver problemas especificos, entre las cuales se incluye
el aprendizaje profundo (deep leaming, eninglés), el cual se basa en modelos computacionales llamados redes neu-
ronales que originalmente se inspiraron en los mecanismos de aprendizaje y procesamiento de informacion en el
cerebro humano (1). Esta idea proviene del conexionismo (6), que sostiene que el procesamientoy almacenamiento
de informacién dependen de las conexiones entre neuronas. En las redes neuronales artificiales, la unidad basica
es un modelo simplificado de una neurona biolégica que, aungue es mucho mas sencilla, captura los elementos
esenciales para realizar tareas logicas.

Actualmente existe una amplia diversidad de redes neuronales adaptadas al procesamiento de imagenes. En la
Figura 1,a modo de ejemplo, se muestra un esquema basico de una red neuronal para clasificarimagenes inspirado
enJamesy otros (7). Primero, la red detecta detalles simples en la imagen, como bordes o colores. Luego, combina
estos detalles para reconocer partes mas grandes, como orejas, trompa u ojos. Finalmente, usa esta informacion
para decidir si laimagen muestra un “elefante” o no. En los Ultimos afios, se ha puesto el foco en la utilizacién
de estas técnicas no sélo en el dmbito de dasificacion de imagenes sino también para mejorar su calidad, donde
la salida ya no es una etiqueta (“elefante” o “no elefante”) sino una imagen de mejor calidad respecto de la que se
ingresdalared.
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Figura 1.

Red neuronal de clasificacion
Esquema simplificado que muestra como una red neuronal clasifica la imagen de un elefante.

En el campo de la superresolucién de imagenes de microscopia, en particular la confocal, los algoritmos de aprendi-
zaje automdtico pueden ayudar a incrementar la calidad de las imagenes permitiendo distinguir sefiales provenien-
tes de diferentes organelas, asi como determinar el movimiento de especies dentro de la célula. En este sentido,
muchas investigaciones se han enfocado en utilizar y reformular estructuras de redes neuronales que se adapten
a estos objetivos, por ejemplo en el articulo de Dong (8) propusieron un modelo de red para superresolucién de
imagenes digitales genéricas mientras que, Li y colaboradores (4) disefiaron una arquitectura de red especifica para
superresolucion de imagenes confocales inspirdndose principalmente en el trabajo de Dong.

¢En qué coinciden estos dos enfoques?

en gue ambos intentan construir una imagen de alta resolucion aprendiendo a partir de imagenes de menor reso-
lucién. Tanto en un enfoque como en el otro, una de las tareas mas arduas para cualquier investigador que utilice
algoritmos de aprendizaje automético es definir qué estructuras o combinaciones de ellas utilizara para afrontar el
problema en cuestion. Los resultados que se obtienen con las técnicas de aprendizaje automatico son asombrosos
en comparacion con los métodos tradicionales. Ademas, muchas de las arquitecturas de red pueden adaptarse y
funcionar eficazmente también para tipos de imagenes distintas a las utilizadas para su construccién. Un tipo de red
utilizada con mucho éxito en las investigaciones donde los esfuerzos se centran en mejorar la calidad de las imagenes
se muestra en la Figura 2, este tipo de arquitectura ha sido propuesta recientemente y se basa en laimplementacion
de dos redes antagdnicas las cuales compiten entre si para mejorar su tarea y superarse mutuamente. La funcién de
una de las redes, llamada generadors, es registrar y modificar los datos dando lugar a muestras realistas (imagenes,
en nuestro caso), mientras que la segunda red, nombrada discriminadora, trata de identificar si las muestras son
originales o generadas por la primera red (9). En este tipo de arquitecturas, la red generativa puede pensarse como
analoga a un equipo de falsificadores, tratando de producir una moneda falsa y utilizarla sin ser detectada, mientras
que la red discriminativa es andloga a la policia, tratando de detectar la moneda falsa. La competencia en este juego
impulsa a ambos equipos a mejorar sus métodos hasta que las falsificaciones sean indistinguibles de las monedas
genuinas. En la Figura 2, el primer cuadro a la izquierda representa la entrada de ruido aleatorio, que es una distribu-
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cion de datos sin estructura especifica y sirve como punto de partida para que la red generadora
cree imagenes nuevas (imagen generada). El generador toma el ruido aleatorio y lo transforma
a través de varios nodos de procesamiento (circulos verdes) para crear una imagen nueva (nodo
amarillo de salida). Por otro lado, el discriminador recibe tanto la imagen generada como image-
nes reales y las procesa a través de varios nodos (verdes y rojos) para dlasificar si una imagen es
real o generada (falsa), esta etapa estd representada por el nodo morado. Las conexiones negras
indican el flujo de informacién entre los distintos nodos.
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Figura 2.

Red neuronal aplicada a tareas con imdgenes

Esquema simplficacio de una arquittectura basada en dos redees antagonicas. Los arraulos representain los
nodosqueprocesanlainformadondelaimagende entrada y de la imagen realtomada de un conjunto
deimdgenes de entrenamiertto (reales); lass ineas indlican el flujo de informacdion.

Las arquitecturas de vanguardia muestran que los mejores resultados surgen a partir de la fusion de técnicas. El tra-
bajo de Liy sus colaboradores (4) es un buen ejemplo de esto. En su estudio, utilizan una red principal que en esencia
es similar a la que mostramos en la Figura 2, pero afaden tres médulos o subredes adicionales. Estos mddulos se
encargan de tareas especificas para extraer caracteristicas y asegurar que una imagen de baja resolucion reconstrui-
da por la red sea lo mas parecida a su andloga con mejor resolucion. Las comparaciones de tipos de arquitecturas de
red que se realizan en este tipo de investigaciones para mostrar los resultados de los trabajos no excluyen a los mé-
todos tradicionales utilizados para mejorar la calidad de las imagenes, por ejemplo las técnicas de interpolacion, ya
gue ademds de usarse para aumentar la resolucion, también son muy Utiles para el preprocesamiento de laimagen
de baja resolucion debido a que disminuyen distorsiones que se generan cuando los nuevos pixeles afiadidos para
aumentar la resolucion de laimagen crean bordes irregulares y escalonados en lugar de lineas suaves (10).

Hasta aqui hemos mostrado sélo una parte del universo que implica fusionar los algoritmos de IA con microscopia
Optica, sin embargo, al ser un area interdisciplinaria las propuestas para mejorar la calidad de las imagenes estan
en continuo crecimiento. Actualmente hay un creciente interés en trabajar con arquitecturas de redes neuronales
basadas en grafos, los cuales son estructuras matematicas que representan la relacion que existe entre una colec-
cion de puntos (nodos) unidos de a pares por medio de una linea (arista). Los grafos combinados con algoritmos de
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aprendizaje automatico forman una herramienta muy poderosa en el campo del deep learning,
induso se destaca su notable potencia al redudir los costos computacionales y de tiempo necesarios
para procesar la informacién. La idea principal detras del funcionamiento de este tipo de redes es
simple: se representa una imagen como un grafo, cada nodo es un pixel y las aristas representan
la cercania entre los pixeles. Y luego en cada paso del algoritmo, cada nodo (pixel) del grafo recoge
informacién de los pixeles cercanos (conectados por aristas). A medida que se dan mas pasos,
cada nodo o pixel acumula informacién de pixeles mas lejanos en laimagen (11). En este contexto,
el grafo capta la estructura de relacién de los pixeles de una imagen y puede ayudarnos a predecir
mejor la informacién contenida en un pixel o de un grupo de pixeles a partir de la informacion
que brindan los del entormo y asi, aumentar la calidad de la imagen. En la Figura 3 mostramos, a
modo de ejemplo, un esquema muy sencillo del trabajo que se espera de una red cuya tarea sea
mejorar la resolucion de una imagen de microscopia fusionando grafos con modelos de red como
los mencionados. Aqui, la entrada a la red recibe una imagen de baja resolucion y luego del pro-

ceso devuelve la salida con mejor resolucion. En la imagen utilizada se visualiza una muestra de cultivo de bacterias
Pseudomona aeruginosa marcadas en la membrana con la sonda FIMI4-64, tomada con el microscopio Fv1000 (Olim-
pus) instalado en el Centro de Micro y Nanoscopia de Cérdoba (CEMINCO). Esta imagen de tamaiio real 5,49 um
x5,58 um es transformada a otra representacion por medio de un grafo. Notar que los pixeles (nodos) con mayor
tamaiio en el grafo indican que recogen mayor informacion de los pixeles de su entormo, por lo que se consideran
estratégicos para lograr el objetivo principal: aumentar la calidad de la imagen de entrada. Con esta informacién, la
arquitectura de red de abajo (izquierda) debera ser capaz de generar una imagen de salida que supere la calidad de
laimagen de entrada, lo que permitiria estudiar con mejor detalle los diferentes procesos que ocurren en bacterias
sometidas a un estrés, y por tanto, mejorar los tratamientos hacia bacterias resistentes a los antibidticos, ofreciendo

nuevas herramientas y estrategias para abordar este desafio en la salud publica.

Entrada: imagen de baja calidad Grafo (representacion de la
imagen)
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Salida: imagen de mejor calidad

Arquitectura de red
(para aumento de resolucion)

Figura 3.

Esquema de una arquitectura de red con grafos

La imagen inicial de una muestra de Pseudomona aeruginosa (tamaiio real 5,49 um x 5,58 um)
es converticla a un graffo, la informacion contenida en él (relacion entre los nodos y aristas) alimenta
a una red espedializada en aumento de resolucion de imdgenes (sallidla).
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Como intentamos mostrar en este articulo, todavia hay mucho por descubrir en este campo, y las
investigaciones actuales enfrentan numerosos desafios y limitaciones. Estos avances potenciales
no solo mejoraran nuestra capacidad para observar y estudiar estructuras biolégicas complejas,
sino que también abrirdn nuevas posibilidades para la investigacidn en las ciencias médicas,
la biotecnologia y otras dreas afines. En pos de este desafio se esta desarrollando, en conjunto
entre el CONICET, el Departamento de Matemdticas de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales y el Departamento de Quimica Bioldgica Ranwel Caputto de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Nacional de Crdoba, una tesis de doctorado que se titula “Superre-
solucion de imdgenes de microscopia confocal combinando Deep Learning y Modelos grdficos de
probabilidad”. Este trabajo de tesis es un desafio interdisciplinario que tiene por objetivo potenciar
e integrar conocimientos del drea de investigaciones de la biofisicoquimica experimental con
herramientas de matematicas, estadisticas y computacionales avanzadas.
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