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Resumen

HET-CAM es una técnica in vitro utilizada para
realizar una estimacion de la irritacion ocular que
produciria cualquier sustancia quimica, o mezcla
de ellas, en el ojo (mucosas) humano. Esta técni-
ca, se basa en el analisis manual de los cambios
producidos en las venas en distintos instantes de
tiempo tras la aplicacion de un producto sobre la
membrana de un huevo fecundado. Dicho andali-
sits se lleva a cabo por un experto que debe re-
visar y apuntar durante un periodo determinado
de tiempo los cambios que hayan ocurrido. Con el
fin de automatizar este proceso, en este trabajo se
propone una primera aprorimacion a la deteccion
automdtica de los cambios en la distribucion de
la sangre producidos en el huevo. En concreto, se
proponen técnicas de procesado y segmentacion de
las imagenes que facilitan el proceso de monitori-
zacion realizado por los expertos.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos productos requiere realizar
una valoraciéon de su potencial irritante, para de-
terminar las precauciones de uso de estos produc-
tos por parte de los consumidores. Dicha irritacién
se calcula mediante un indice, el cual indica su po-
tencial irritante para las mucosas en los usuarios
finales.

La obtencién de los niveles de irritacién y toxici-
dad de ciertos productos se suele realizar mediante
experimentos sobre animales, como las pruebas de
Draize [4]. Estos experimentos permiten obtener
los niveles de irritacién cutédneo y ocular [10] uti-
lizando conejos albinos. Debido a la politica de
reduccion de ensayos con animales promovida por
la comision europea, surge la necesidad de utilizar
otras técnicas in vitro para valorar la irritacién, el

HET-CAM surge como una alternativa a las prue-
bas de irritacién ocular del test de Draize.

HET-CAM [7] es una técnica que consiste en la
inspeccion de los cambios producidos en las venas
de la membrana de huevos fecundados durante un
tiempo determinado.

Para realizar el andlisis mediante HET-CAM se
utilizan huevos fecundados de gallinas Leghorn
con una incubacién de 10 dias. Antes de aplicar el
producto se elimina una pequena parte de la casca-
ra en la parte superior del huevo, por donde se rea-
liza el intercambio gaseoso y se elimina la primera
membrana blanquecina, dejando asi la membrana
corioalantoidea al descubierto. Ademés, para po-
der visualizar las venas més facilmente, se insta-
la una iluminacién sobre la membrana. Posterior-
mente se aplican 0.3 ml del producto a analizar
sobre la membrana. A partir de ese momento un
experto supervisa el huevo durante 5 minutos pa-
ra apuntar los instantes en los que se producen los
cambios. Cuando se detecta un evento se apunta el
tipo de evento y el instante en el que se ha produ-
cido, para poder posteriormente aplicar la formula
del calculo del indice de irritacién.

Figura 1: Huevo con la membrana corioalantoidea
al descubierto [6].

Este trabajo supone una primera aproximaciéon
para llegar a realizar la deteccion automatica de
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los eventos. Se proponen una serie de técnicas que
permiten determinar si en un experimento se ha
producido o no un evento, para de este modo, po-
der mas adelante intentar detectar en qué instan-
tes se han producido y el tipo del evento.

Existen trabajos donde se intenta automatizar el
nivel de irritacién producida por sustancias o mez-
clas, pero estan basados en la monitorizacién, me-
diante sensores, del estado de las células sobre las
que se aplica el producto [5]. Este trabajo, sin em-
bargo, supone un primer paso a la deteccién del
indice de irritaciéon mediante visién por compu-
tador.

1.1. TIPOS DE EVENTOS

Al aplicarse el producto sobre la membrana co-
roalantoidea del huevo se pueden apreciar cuatro
tipos principales de eventos.

Hiperemia

El evento de hiperemia se produce al haber un
aumento del tamano de la seccién de las venas y
capilares. En algunos casos, el incremento del rie-
go en una determinada zona produce el aumento
de vasos sanguineos que anteriormente no eran vi-
sibles, pareciendo que aparecen de la nada.

Hemorragia

La hemorragia se produce cuando las paredes de
los vasos se rompen, haciendo que la sangre se es-
cape y se esparza de forma homogénea, o forman-
do pequenos puntos anexos a los vasos.

Lisis

Este evento se produce cuando se observa una dis-
minucién de la seccién de las venas y capilares,
llegando en algunos casos a verse como una des-
aparicién de las mismas.

Coagulacién

El indicador de que este evento ha tenido lugar es
el color rojo de la sangre, que suele oscurecerse e
incluso tornarse marrén oscuro, también cuando
coagula el albumen produciendo una opacidad en
la membrana.

1.2. INDICE DE IRRITACION

El indice de irritacion s se calcula a través del pri-
mer instante donde se han producido los eventos
de hiperemia x, hemorragia h, lisis [, y coagulacién
c.
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La Férmula 1 muestra el calculo del indice de irri-
tacién dado el conjunto de instantes t = {x, h, [, c}
y los valores establecidos v = {3,5,7,9}. Cuanto
mayor es el indice de irritacién is mayor es el nivel
de toxicidad del cosmético, y por lo tanto produce
una mayor reaccion sobre las personas.

2. MATERIALES Y METODOS

En un primer paso para poder automatizar la de-
teccién de los eventos, se ha anadido una camara
encargada de capturar imagenes de la membra-
na coroalantoidea. La cadmara captura imégenes
de forma periédica después de haber aplicado el
producto, utilizando un intervalo preestablecido.

Se ha utilizado como herramienta de captura un
mini ordenador Raspberry Pi, el cual tiene conec-
tada una camara que esta disenada expresamente
para este equipo. Esta camara tiene una resolu-
cién de 2592 x 1944 pixeles y obtiene imégenes
en formato RGB. En la Figura 2 se puede ver un
ejemplo de una imagen capturada mediante dicha
camara, donde pueden apreciarse las venas y ca-
pilares del huevo ademas de pequenas partes de
cascara en las esquinas inferiores de la imagen.

Figura 2: Imagen PATRON de la membrana del
huevo.

El proceso de captura comienza con una primera
imagen de la membrana sin producto, esta ima-
gen se utiliza como referencia para poder poste-
riormente realizar la comparacién con el resto de
las imagenes. Esta primera imagen es etiquetada
como PATRON. Después de aplicar el producto se
toman un total de 31 imégenes con un intervalo de
10 segundos, dando como resultado una secuencia
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de imagenes de los primeros 5 minutos tras ha-
ber aplicado el producto. Las imagenes obtenidas
son etiquetadas segun el instante de tiempo en el
que son tomadas, para poder obtener mas tarde el
instante en el que se producen los eventos.

Existen trabajos [8, 9] donde se realiza la extrac-
ci6én de venas con muy buenos resultados, pero tras
probar estos métodos en las secuencias de imége-
nes se ha detectado que estos métodos no siempre
resaltan la misma cantidad de venas en todas las
imégenes, por lo que dificulta el trabajo a la hora
de realizar comparaciones.

Con el fin de poder detectar més facilmente si se
ha producido algin tipo de evento, se han aplicado
una serie de procedimientos que permiten resaltar
y segmentar las venas y los capilares del resto de
la imagen, garantizando en la mayor medida po-
sible que las venas segmentadas en las distintas
iméagenes sean las mismas.

2.1. EXTRACCION DE LOS INDICES
DE LA IMAGEN

La extraccion de los indices de la imagen se realiza
mediante la obtencién de una imagen en escala de
grises en la que se ha resaltado el color de las venas
y los capilares.

En este tipo de imagenes donde se desea realizar
una extracciéon de las venas se suele utilizar 1ini-
camente el canal verde, dado que comparado con
los demds canales contiene una informacién mas
contrastada de las venas, tal y como puede verse
en la Figura 3.

(a) Canal R (b) Canal G

(c) Canal B

Figura 3: Canales RGB de la imagen por separado.

Se ha realizado un estudio comparativo de indi-
ces normalizados, previamente utilizados en otros
trabajos [1, 3, 2], para obtener una imagen de gri-
ses donde se resaltara el nivel de rojo frente al
resto de colores. Después de probar distintas com-
binaciones de los canales RGB de la imagen, se ha
decidido utilizar una combinacién definida en la
Férmula 2.

En la Figura 4 se puede ver un ejemplo de la ima-
gen de indices I obtenida a partir de la imagen de
la Figura 2. Estos indices se han obtenido a partir
de la Férmula 2, donde I, equivale a cada uno de
los canales RGB de la imagen con = € {R, G, B}.

Figura ) 4: Imagen de indices de la imagen
PATRON.
I = 2-G(Igr)—1Ic—G(Ip) (2)

Ademas, en la Férmula 2 también se utiliza un
filtro gaussiano G(z,y), el cual se aplica con un
kernel de 21 x 21 y con 0=5. Debido a que el sen-
sor de la camara captura con una mayor resolucion
el canal verde, es necesario aplicar éste suavizado
a los canales rojo y azul de la imagen, para evitar
asi una pérdida de resolucién al realizar la combi-
nacién de colores.

2.2. TRANSFORMACION LOCAL

Antes de realizar la segmentacién de las venas se
aplica una transformacion local para realizar una
correccién de las sombras.

Debido a que la transformacion local aplicada re-
salta los valores oscuros sobre los claros, antes y
después de aplicar la transformacién local se rea-
liza el complementario de la imagen de indices, de
este modo, las venas resaltadas en blanco pasan a
ser negras para después volver a pasar a ser blan-
cas una vez normalizadas.

En la Figura 5 se puede ver un ejemplo del re-
sultado obtenido tras aplicar las transformaciones
locales a la imagen de la Figura 4.

La transformacién local I se aplica utilizando una
ventana de tamano L centrada sobre el pixel x de
la imagen de indices /. En la Funcién 3, los valo-
res Umar ¥ Umin €quivalen a los valores maximo
y minimo que se desean obtener, en este caso 255
y 0 respectivamente; y los valores ¢4z ¥ tmin S€
corresponden con los valores méximo y minimo de
la imagen en escala de grises. El valor uy es el va-
lor medio de todos pixeles de la imagen I, y el
valor r es utilizado para controlar el incremento
de contraste.
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Figura 6: Mapa de color JET.

Figura 5: Imagen de indices después de haber apli-
cado la transformacién local.

% (Umaz —%min)

= (6 — tmin)" + Umi sit < pur

(T —Fmin) ( min min >

(1) = . (3) Figura 7: Imagen de indices mostrada en pseudo-
M(t — tmaz)” + Umaz Sit> s Color.

(b1 —tmaz)”

En este caso, los valores de L y r utilizados son
L=201yr=4.

Ademds de probar esta técnica de normalizado,
también se han realizado pruebas aplicando una
ecualizacion de histogramas sobre ventanas ex-
traidas de la imagen. A pesar de que este proceso
es mucho mas rapido, los resultados obtenidos no
mejoran al normalizado anteriormente nombrado,
por lo que esta técnica por histogramas ha sido
descartada.

2.3. SEGMENTACION DE VENAS

El ultimo paso para detectar si se producen di-
ferencias entre las imagenes de la secuencia, con-
siste en la segmentacién de las venas y capilares
para poder realizar la comparacién mas facilmen-
te. Este proceso se realiza definiendo un umbral
mediante el cual todo pixel cuyo valor de indice
sea inferior a éste, su valor pasa directamente a
valer 0.

Figura 8: Peudocolor con un umbral de 120.

Para poder ver de una forma mas visual la segmen-
tacion de las venas, se ha aplicado un mapeado de
color a la imagen para que ésta aparezca en pseu-
docolor. El mapeado consiste en asignar un color
a cada uno de los valores de grises. En este caso
se ha utilizado el color azul para el valor 0 y rojo
para el valor méaximo 255. En la Figura 5 se puede
ver el mapa de color aplicado.

Al aplicar el mapa de color de la Figura 6 sobre
la imagen de la Figura 5 obtenemos la imagen a
color de la Figura 7, donde se resaltan muy bien Figura 9: Peudocolor con un umbral de 180.
las venas del huevo sobre el resto de la imagen.
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En las Figuras 8 y 9 se observa el resultado obte-
nido tras aplicar un umbral de 120 y 180 respec-
tivamente. Se aprecia como en la Figura 9 se han
extraido la gran mayoria de las venas y capilares
aislandolas del resto de la imagen.

3. EXPERIMENTOS Y
RESULTADOS

Para poder detectar si en un experimento se ha
producido algiin evento se realiza una compara-
cién de la cantidad de rojo producida entre dife-
rentes imagenes. De este modo, si la cantidad de
rojo en una imagen varia mucho con respecto a la
primera quiere decir que ha sucedido algtin evento.
La deteccién del instante en el que se producen los
cambios se lleva a cabo comparando la imagen del
primer instante con los instantes siguientes, asi se
puede detectar cuando se produce un cambio sig-
nificativo del nivel de rojo.

Se han realizado un total de 14 experimentos apli-
cando diferentes productos sobre huevos distintos,
llegando a formar la suma de 448 imégenes. Tras
aplicar el producto, muchas de las imagenes pre-
sentan burbujas o zonas con una visibilidad bo-
rrosa debido a la composicién del producto. Estos
efectos van desapareciendo con el paso del tiempo,
llegando en la mayoria de las veces a desaparecer
completamente. Ademads, en muchas ocasiones los
huevos tienen pequenos trozos de cascara que se
desplazan con el movimiento del huevo. Todo esto
dificulta la deteccién de los eventos debido a que
pueden llegar a confundirse con un cambio en las

venas.

(a) Instante O (b) Instante 300

(c) Instante 0

(d) Instante 300

Figura 10: Comparacién de los indices del primer
y dltimo instante de dos experimentos con un um-
bral de 180.

Se han realizado diversas pruebas comparando la

imagen del primer instante (instante 0) con la ima-
gen del tltimo instante (instante 300) para poder,
de este modo, comprobar si realmente se pueden
llegar a apreciar las diferencias. En estas pruebas
se ha comprobado que el hecho de que se produzca
un evento queda perfectamente reflejado, y cémo
la sensibilidad de deteccién varia en funcion del
umbral utilizado para segmentar las venas. Dichas
pruebas se han llevado a cabo de manera expe-
rimental, probando distintos umbrales y compro-
bando la cantidad de pixeles que quedan por en-
cima de dicho umbral.

En las imagenes de la Figura 10 se aprecia co-
mo los cambios producidos en las venas entre el
primer y ultimo instante utilizando un umbral de
180 son claramente visibles, se puede detectar a
simple vista que en las imdgenes del dltimo ins-
tante se produce un aumento de las venas sobre la
membrana del huevo.

En la parte superior derecha de la imagen de la
Figura 10a se pueden ver dos manchas esféricas
producidas por burbujas creadas al aplicar el pro-
ducto. Estas esferas desaparecen con el paso del
tiempo y pueden inducir falsos positivos debido a
que se confundan con cambios en las venas.

Variando el umbral en éstas imagenes se pueden
llegar a evitar dichas burbujas, pero también se
eliminan una gran cantidad de venas al realizar la
segmentacién como puede verse en las imagenes
de la Figura 11, donde el umbral utilizado es de
230. A pesar de haber aumentado el umbral a un
valor tan alto, ain se pueden detectar una gran
cantidad de venas, y puede verse como todavia
se detectan una gran cantidad de cambios entre
ambas imagenes.

(a) Instante O (b) Instante 300

Figura 11: Comparacion de los indices con un um-
bral de 230.

Una vez que se ha comprobado que la deteccién de
los eventos queda reflejada con el nivel de rojo de
las venas, el siguiente paso es comprobar si éstos
también se pueden llegar a apreciar comparando
la primera imagen con cualquier otro instante. De
esta manera se puede llegar a obtener el instan-
te en el que se producen los primeros eventos. En
la Figura 12 se puede ver la comparativa de la
imagen del primer instante junto con la imagen
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del instante 130, donde se aprecia que en este ins-
tante utilizando un umbral de 180 ya empiezan a
aparecer diferencias entre ambas imédgenes. En la
Figura 12b se puede ver, ademas, como una de las
burbujas del primer instante ya ha desaparecido.

(a) Instante O

(b) Instante 130

Figura 12: Comparacién de los indices del primer
instante y el instante 130 con un umbral de 180.

4. CONCLUSION

Tras comprobar los resultados obtenidos por las
pruebas realizadas, se puede concluir que la detec-
cién automadtica de diferencias entre las imagenes
de un experimento puede realizarse comparando
la imagen del primer instante con la de cualquier
otro instante. El principal inconveniente es encon-
trar un umbral que satisfaga la mayor parte de los
experimentos. Aunque con este método no es po-
sible detectar el tipo de evento que se produce, si
permite detectar cuando se ha producido un cam-
bio y segmentar las venas para poder, mas adelan-
te, clasificar el tipo de evento que se ha producido.

Para conseguir una mayor precisién, seria conve-
niente detectar los cambios que se producen de-
bido al movimiento de las venas, las burbujas y
manchas ocasionadas por el producto, y los pe-
quenos trozos de cascara. Estos cambios obstacu-
lizan y dificultan la visualizacién de los eventos,
ademds de generar confusion a la hora de realizar
la comparativa.

Seria interesante abordar nuevas técnicas donde
se trataran los problemas anteriormente citados,
principalmente el movimiento de las venas, dado
que éste supone el mayor problema. Es dificil de
detectar si en una vena se ha producido cambio
cuando ésta se ha desplazado a otra posiciéon. Una
posible solucién es aplicar un registro no lineal pa-
ra poder transformar las imdgenes, y que de este
modo las posiciones de las venas y capilares se co-
rrespondan entre distintos instantes.

Por otra parte, este trabajo no es mas que un
primer paso a la deteccién y clasificacién de los
eventos producidos por la irritacién de sustancias
quimicas y mezclas. Este trabajo abre nuevas po-
sibilidades en el campo del testeo de cualquier
producto de consumo permitiendo automatizar la

técnica de HET-CAM.
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