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RESUMEN

La investigacion desarrollada centra su atenciébn en mejorar la eficiencia del procesamiento y
cuantificaciéon de imagenes de microarray en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia. Esta
necesidad da paso al andlisis y disefio de una aplicacién de software para el procesamiento de imagenes
a partir de la técnica de microarray, concebida particularmente para la obtencion de valores de
intensidades que soportan determinado nivel investigativo; objetivo fundamental desarrollado en este
trabajo.

Se realiza un andlisis critico de la metodologia y tecnologia a usar, se fundamentan los conocimientos
biol6gicos necesarios, y a partir de un modelo conceptual se disefia una propuesta que contiene los
métodos para procesar las imagenes de microarray, visualizar los resultados e informacién numérica

necesaria, logrando que sea flexible a cambios que puedan suscitarse en el futuro.

PALABRAS CLAVES: imagenes de microarray, procesamiento, cuantificacion.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El desarrollo vertiginoso de la era post-genémica dependera en gran medida de lo eficiente que sea la
comunidad cientifica mundial en desarrollar y validar herramientas biol6gicas relacionadas con el estudio

del genoma.

El genoma de los seres vivos es el conjunto de genes que se encuentran distribuidos en cromosomas. Los
genes, a su vez, son secuencias de ADN que contienen toda la informacién necesaria para sintetizar las

proteinas, moléculas esenciales para la vida que realizan practicamente todas las funciones celulares.

Cuando un gen se «activa» para dar lugar a su proteina correspondiente, ese gen se expresa en esa
célula. Es conocido que anomalias en la expresion de los genes pueden llevar a disfunciones celulares,
provocando graves enfermedades como el cancer, entre otras. Por lo tanto, la identificacion de los genes
desregulados es un paso importante para conocer las bases moleculares de muchas enfermedades de

caracter genético.

Estudiar la relacién gen-enfermedad no esta basado en analizar un gen Unico y sus efectos, sino en
analizar el comportamiento de miles de genes de forma simultdnea. Estos sistemas, denominados
genéricamente como matrices, microarrays 0 biochips, estdn cambiando la forma de plantear los
problemas y extraer conclusiones de los experimentos que ofrecen una foto compleja del conjunto del

genoma.

Para el avance cientifico en el siglo XXI, los microarray son una tecnologia versatil y de amplias
posibilidades, que han proporcionado velocidad al desarrollo de la biologia molecular y la ciencia en
general. La cuantificacion de la expresion génica, a través de imagenes de microarray, se introduce como

una técnica de alto rendimiento para trabajos en el area de la genémica funcional.

Con el propésito de desarrollar estudios para la deteccién de enfermedades con implicacion genética en la
poblacién cubana, el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), dispone para analizar los
resultados de dichos estudios del software ArrayVision, inicialmente utilizado en el desarrollo de proyectos

de investigacion.

Al incrementarse el niumero de estudios desarrollados y en consecuencia crecer de modo proporcional la
cantidad de imagenes necesarias a procesar, el software ArrayVision no resulto eficiente ante los nuevos

requerimientos, evidenciandose en:

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



INTRODUCCION

e El andlisis de la region seleccionada, resulta poco asequible para el investigador por estar descrito
de modo complejo.

e Los resultados obtenidos deben ser organizados manualmente.

Referente a la alineacién de spots, el software exhibe una cierta distorsién geométrica, acarreando errores

en los valores de intensidad asociados a los spots.

La situacion problémica planteada, requiere de una solucién bioinformatica, la cual esta condicionada por
el problema cientifico: ¢ Como mejorar el procesamiento y cuantificacion de imagenes de microarray en el
CIGB?

A pesar de las dificultades que presenta el software ArrayVision, la familiarizacion con las funcionalidades
y métodos matematicos con que cuenta asi como otras aplicaciones afines, han servido para la
reutilizacion de prestaciones que se puedan adecuar a la propuesta de disefio del software, de sello
nacional, que beneficie inicialmente los intereses de dicha institucion, logrando en lo posible a la vez una
genericidad, que permita satisfacer las necesidades de cualquier otro laboratorio del pais, de modo que se
facilite su posterior despliegue. Todo lo cual contribuird al estudio de nuestra dotacién genética para

prevenir enfermedades de bases moleculares.

Con este fin, el disefio de la aplicacién de software debe estar integrado funcionalmente por métodos,

procesos y técnicas que permitan:
o Destacar caracteristicas de interés de la imagen.

e Localizar spots con alta precision (se tiene en cuenta cuantos spots hay, cobmo estan agrupados,

etc.)

e Identificar que pixeles corresponden a un spot y cuales a su fondo (usar histograma, método de

segmentacion, segun el umbral hallado).
e Cuantificar imagenes, extraccion de intensidades asociadas a cada spot de la imagen.

e Obtener valores como la media, mediana y desviacion estandar de las intensidades de los pixeles

gue forman el spot.

Gracias al desarrollo de nuevas técnicas y al perfeccionamiento de aquellas con que se contaban, ha sido
posible el estudio de las interacciones entre multiples proteinas de un organismo, lo que constituye una

nueva vision global frente a la vision reduccionista de estudiar las proteinas de forma aislada.

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



INTRODUCCION

Ademas del software ArrayVision (1), existen numerosos sistemas que posibilitan el estudio de imagenes
de microarray, incluyendo el analisis, procesamiento y cuantificacién de las mismas, ejemplo de estos son
SpotFinder (2), ScanAlyze (3) y QuantArray (4). Sin embargo, ninguno de ellos se ajusta a las

necesidades particulares del centro, con el inconveniente adicional de ser propietarios.

La nueva propuesta de software para el andlisis y cuantificacion de imagenes implica aportes importantes
en el desarrollo de la medicina en el pais; tales como, mejorar el proceso de identificacion y deteccion de
las irregularidades de los genes de forma rapida y confiable, crear un software propio de mayor eficiencia
qgue ArrayVision en lo que respecta al procesamiento y cuantificacion de imagenes actualmente
desarrolladas en el CIGB, y por ultimo, que se utilice como marco referencial para el estudio de la funcion
de los genes, lograndose una mejor comprension de diferencias genéticas individuales y su incidencia en

el desarrollo de las enfermedades, especificamente en el territorio nacional.

El desarrollo de este trabajo se ha realizado en conjunto con la direccion de Investigaciones Biomédicas,
especificamente con la Divisibn de Farmacéuticos del CIGB (5). Esta investigacion comprende como
objeto de estudio el procesamiento y analisis de imagenes de microarray, cuyo campo de accion esta

enfocado al procesamiento y cuantificacién de la expresién genética en imagenes de microarray.

Desde la conceptualizacion de esta tarea con el CIGB se trazaron métricas que permitieran cumplir la
misma eficientemente, identificandose como objetivo general, analizar y disefiar un software para el
procesamiento y cuantificacion de imagenes de microarray. En correspondencia, se han desglosado los

objetivos especificos siguientes:

o Definir el alcance del Software para el Procesamiento de Imagenes de Microarray.
e Analizar un software que procese y cuantifique las imagenes de microarray.

¢ Disefar un software que procese y cuantifique las imagenes de microarray.

Adhiriéndose a los objetivos mencionados, se trazaron una serie de tareas que dan cumplimiento a los

mismos:
¢ Revision bibliografica sobre el procesamiento de imagenes de microarray.

e Entrevistas con investigadores del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, especificamente

de la Division de Farmacéuticos.

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray
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e Estudio sobre las aplicaciones de software existentes para el procesamiento y cuantificacion de las

imagenes de microarray.
e Modelacion del dominio.

e Especificacion de procesos que seran automatizados, que permitan procesar y cuantificar

imégenes de microarray.

e Construccion de los artefactos propios del andlisis, que comprendan el procesamiento y

cuantificaciéon de imagenes.

e Elaboracion de los artefactos esenciales de disefio, ajustados a la aplicacion de software para el

procesamiento y cuantificacion de imagenes.
El presente trabajo cuenta de tres capitulos estructurados de la siguiente forma:

Capitulol: Este capitulo hace referencia a los conceptos y tematicas mas importantes a considerar en el
procesamiento y analisis de imagenes de microarray, define las metodologias y tecnologias que guiaran
todo el proceso, resefa las aplicaciones de software afines con la cuantificacién y procesamiento de

imégenes que han servido como basamento para la solucion del problema.

Capitulo2: El presente capitulo resume las caracteristicas mas importantes del sistema, a partir de la
descripcion de objetos a automatizar en el procesamiento de imagenes y de un andlisis critico de la
ejecucion de dichos procesos. Incluye el modelo de dominio usado, la especificacion de los casos de uso
de sistema y los requisitos asociados a estos, se representan ademas los diagramas correspondientes a

cada caso de uso descrito.

Capitulo3: En este capitulo se presentan y describen los principales artefactos del flujo de trabajo de
andlisis y disefio, segun lo planteado por RUP vy relacionado al procesamiento de imagenes. Se define la

linea arquitectdnica y los patrones que regiran el disefio propuesto.

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



CAPITULO 1 FUNDAMENTACION TEORICA

CAPITULO 1 FUNDAMENTACION TEORICA

1.1 Introduccién

Es indiscutible que en las dltimas décadas se ha producido una revolucion tecnologica simultanea en el
campo de la biomedicina y en el area de la informatica. Estas dos ciencias han progresado a ritmo
vertiginoso, destinadas a encontrarse y conformar una disciplina: la Bioinformatica. Tal vez uno de los
hitos mas importantes que puede ilustrar la trascendencia del encuentro entre estas dos ciencias, es el
Proyecto del Genoma Humano (6).

Una vez mas la ciencia da un resultado antes de lo esperado, referente a la capacidad de secuenciar y
analizar computacionalmente toda una avalancha de informacién que genera las investigaciones

genéticas, contribuyendo de manera decisiva a conocer la identidad de nuestros genes en un tiempo.

1.2 Caracteristicas y evolucién del microarray.

La evolucion histérica de la Biologia Molecular ha estado sustentada en dos grandes pilares. El primero,
establecido en la segunda parte de los setenta, consistié en el desarrollo de los métodos de secuenciacion
de acidos nucleicos. El segundo pilar, fue la posibilidad de la amplificacién «in vitro» de secuencias
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que revolucioné a finales de los ochenta, toda la
tecnologia del ADN recombinante. Al cabo de otra década, cuando parecia que las bases técnicas de la
Biologia Molecular estaban firmemente establecidas, surge una nueva tecnologia que potencié un nuevo

desarrollo del andlisis molecular. La técnica, conocida como microarray.

Desde la publicacion de los primeros trabajos a finales de los 90 se ha incrementado y diversificado el

numero de preguntas abordadas por medio de esta técnica.

1.2.1 ¢Qué es un microarray?

Un concepto basico en microarray es el posicionamiento preciso en un soporte sélido de elementos que
funcionen como detectores moleculares en altas densidades (Figura 1). En la practica, los microarrays
abarcan una amplia gama que puede tener diferentes soportes (membrana o vidrio) y diferentes moléculas

gue interaccionan en este medio.

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray
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0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/0/0/0/0/010/0/0,
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0,
0/0/00/0/0/0/0/0/0

Figura 1 Muestra de imagen de microarray en un soporte de vidrio.

1.2.2 Construccion y funcionamiento de un microarray

La construccion de un microarray consiste en colocar en el mismo, cada uno de los genes cuyos niveles
de expresion pueden ser cuantificados. Para ello se sintetiza el material genético y se insertan de forma
automatica en una capa de cristal, silicio o plastico, colocandose en unas casillas que actian a modo de
tubo de ensayo. Después se hibrida y se eliminan todas las cadenas que no se han unido mediante
lavados, sélo las moléculas que hibridan permaneceran en el microarray y se procede al revelado
mediante un escaner Optico o con microscopia laser confocal. Luego la imagen obtenida es procesada

computacionalmente y se alcanza un patrén de intensidades en cada casilla. (Figura 2).

En los estudios de microarrays solo habra fluorescencia en los puntos del portaobjeto donde haya ocurrido
hibridizacion y la intensidad de la fluorescencia detectada sera proporcional al nivel de expresion del gen

gue se analiza (7).
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Figura 2 Representacion de experimento basico de microarray.

1.2.3 ¢Qué tipo de microarrays existen?

Para poder clasificar los microarrays debemos dejar claro qué se entiende por blanco y qué se define
como sonda. Existen controversias al respecto pero se tomara por blanco a la molécula libre y como

sonda a la inmovilizada.

Existen diversos tipos de microarrays (8) segun las sondas utilizadas que abarcan metodologias muy
variadas, desde lo mas rudimentario hasta lo mas sofisticado. De los tipos mas comunes, en el CIGB el

microarray de ADN es la técnica actual:

Microarrays de proteinas

Las sondas son anticuerpos fijados a un portaobjetos de vidrio y los blancos son muestras de suero o
tejido. Esta técnica se ve por el momento restringido por varios puntos, entre ellos podemos mencionar la
dificultad de fabricar e inmovilizar estructuras 3-D como son las proteinas y detectar interacciones de
proteinas plegadas, sin olvidar mencionar que no se dispone aln de colorantes fluorescente que permitan

cuantificar eficientemente a estas moléculas.
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Microarrays de tejidos (TMA)

Esta técnica trata de resolver uno de los problemas principales y limitantes en el analisis molecular de
tejidos: el tamafio limitado de la muestra. Se utiliza una aguja hueca para tomar muestras milimétricas de
las regiones de interés de tejidos embebidos en parafina, en especial biopsias. Luego se depositan de
manera ordenada en un nuevo bloque de parafina y se cortan con un micr6tomo entre 100-500 veces y se
reordenan sobre portaobjetos de vidrio donde se realizardn pruebas multiples a nivel ADN, ARN vy

proteinas. Es una técnica costosa y poco practica si se necesitan resultados inmediatos.

Microarrays de ADN

Esta técnica, muy usada en biologia molecular y conocida en este ambito con el calificativo de
«microarray», consiste en la coleccion de fragmentos de ADN en una superficie sélida monitorizandose los
niveles de expresion de ellos de forma simultanea. Las superficies empleadas para fijar el ADN son muy
variables y pueden ser de vidrio, plastico e incluso de silicio. Este tipo de microarray es utilizado para
identificar genes que producen ciertas enfermedades mediante la comparacion de los niveles de expresion
entre células sanas y células que estadn desarrollando otras enfermedades. Desde un punto de vista de
longitud de la sonda usada, hay 2 tipos de microarrays de ADN: microarrays de cADN que presenta

sondas de cientos de bases y de oligonucleétidos con sondas de 20-25 bases o 50-80.

Microarray de oligonucleotidos

En los microarray de oligonucleétidos, las pruebas son designadas a partir de una secuencia conocida o
un ARN predicho. Estos microarrays dan estimaciones del nivel de expresién, pero por distintas
condiciones no pueden ser observados en una misma matriz, por lo que por cada condicién se ha de

utilizar un chip.

Microarray de cADN

En este tipo de microarray se hibrida el cCADN (ADN copia) de dos condiciones que son marcados, cada
uno de esas condiciones con dos fluoréforos diferentes. Las condiciones son mezcladas e hibridadas en el
mismo microarray. Una vez realizado este primer paso se procede a escanear el resultado y a visualizar el
mismo. De esta forma se pueden observar genes que se activan o se reprimen en distintas condiciones.

En estos experimentos no se pueden observar niveles absolutos en la expresion.
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1.2.4 Aplicaciones de los microarrays

Las aplicaciones de esta tecnologia fundamentalmente se localizan en el area biomédica, farmacéutica y
clinica (9). Esta capacidad de analisis masivo y simultdneo es la que ha permitido un salto en las
posibilidades que la técnica de microarray ofrece, no sélo cuantitativo (se analizan muchos mas genes),
sino cualitativo: el poder de la técnica radica en la posibilidad de aportar una vision molecular global de un
determinado proceso patoldgico, por ejemplo de un tipo tumoral concreto. Este conocimiento global
permite entrever el funcionamiento orquestado de los genes, como ellos y las proteinas para las que
codifican, interaccionan entre si en una circunstancia determinada, que es diferente entre un estado

normal y uno patoldgico.

Los microarrays se han aplicado al estudio de casi cualquier tipo de problema biolégico, esto se evidencia
en estudios de genes que se expresan diferencialmente y la busqueda de terapias mas efectivas contra el

cancer. Los estudios se realizan segun las condiciones siguientes:
¢ Sanos/enfermos, tratados/no tratados.
» Clasificacion molecular en enfermedades complejas.
e Identificacion de genes caracteristicos de una patologia.
¢ Prediccién de respuesta a un tratamiento.
¢ Deteccion de mutaciones y polimorfismos de un Gnico gen (SNP).
Actualmente, la aplicacion mas frecuente de los microarrays es en el analisis genético, pero en un futuro
préximo sus aplicaciones seran mucho mas amplias.
1.3 Imé&genes digitales de un microarray

La formacién de una imagen digital es el primer paso para cualquier procesamiento de imagenes, y
consiste basicamente en un sistema o6ptico y el digitalizador, mediante el cual la imagen O6ptica se

transforma en una sefial eléctrica que permitira el procesamiento.

Una imagen digital es una funcién discreta bidimensional f(x,y) la cual ha sido muestreada (discretizada en

ambos ejes (x,y) ) y cuantizada en amplitud 6 intensidad.
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Puede ser considerada como una matriz cuyas filas y columnas x e y identifican un punto en la imagen y
el valor de cada elemento de la matriz identifica el nivel gris en ese punto. Los elementos de tal arreglo

digital son llamados elementos de imagen, elementos de cuadros o pixeles.

Las imagenes digitales se pueden dividir en cuatro tipos (10): bitmapped, monocromatica, color-mapped y

true-color.

El término blanco y negro se utiliza para describir imagenes binarias. En las imagenes binarias -tipo de
imagen obtenida en el CIGB- los niveles de intensidad son 0 para el negro (intensidad nula) y 255 para el
blanco (intensidad maxima). Asi mismo una imagen digital puede ser representada por una matriz | de

tamafio M x N:

1(1,1) - I(1,M)
1= : :
(I(N,l) I(N,M))

Las columnas y las filas de la matriz de la imagen, por tanto, tiene un rango de:
0<isN-10j<M-1
En un arreglo bidimensional de este tipo los indices i, j de un sistema coordenado en una matriz

corresponden a los ejes X, y respectivamente.

El archivo digital de un microarray se denomina bitmap, provee una representacion numérica biunivoca de
los valores de fluorescencia de cada pixel. Una imagen digital bitmapped es una imagen que ha pasado
por un proceso de conversion, para que pueda ser almacenada en forma de mapa de bits. El formato
estandar de estos archivos es TIFF (tagged image file format). A continuacion se hace alusion al tipo de

formato que se utiliza en el caso particular del CIGB y las caracteristicas de este:

TIFF: se considera como formato de archivo de imagenes con etiquetas, esto se debe a que estos ficheros
contienen, ademas de los datos de la imagen propiamente dicha, etiquetas en las que se archiva
informacién sobre las caracteristicas de la imagen, que sirven para su tratamiento posterior (10). Estas

etiquetas describen el formato de las imagenes almacenadas, que pueden ser de distinta naturaleza:

¢ Binarias: pueden ser especialmente usadas en procesos de deteccidn de contornos y extraccion de

intensidades.

¢ Niveles de gris: adecuadas para imagenes de tonos continuos como fotos en blanco y negro.
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¢ Paleta de colores: adecuadas para almacenar disefios graficos con un nimero limitado de colores.

¢ Color real: adecuadas para almacenar imagenes de tono continuo, como fotos en color.

1.4 Tratamiento de imagenes. Procesamiento de imagenes de microarray

El tratamiento digital de imagenes comprende el procesamiento y el andlisis de imagenes. El
procesamiento esta referido a la realizacion de transformaciones, la restauracién y mejoramiento de las
imagenes. El analisis consiste en la extraccion de propiedades y caracteristicas de las imagenes, asi
como la clasificacion, identificacién y reconocimiento de patrones (11). La importancia del procesamiento y

analisis digital de imagenes se encuentra en:

¢ Desarrollo de aplicaciones en biologia y medicina de gran importancia social. El biélogo molecular

puede presentar cuadros de moléculas y ganar conocimientos penetrando en su estructura.
e Incremento del potencial cientifico-técnico y de la capacitacion de especialistas.

e Aumento del volumen de informacién para el procesamiento digital y andlisis de imagenes con

amplia repercusion social (tv, video, medicina, biologia, geologia, etc.).

1.4.1 Preprocesamiento

El preprocesamiento comprende algoritmos cuya finalidad es conseguir una mejora en la apariencia de la
imagen original. Se resaltan determinadas caracteristicas o se elimina aquello que las oculta. El resultado
de esta etapa es que la imagen pueda ser analizada de una manera simple de modo que podamos reducir

el ruido: mediante la mejora del contraste, brillo, borrado de puntos negros aislados, etc.

El ruido se define como el proceso de alteracion de la informacion original por factores no controlables. Si
consideramos a la imagen como un conjunto de informacion, tenemos que considerar que al momento de

captarla o procesarla, se pierde un porcentaje de la informacién original.

1.4.2 Métodos de procesamiento

El procesamiento de las imagenes escaneadas de microarrays (12) puede ser dividido en tres tareas:

e Grillado: es el proceso de asignacién de coordenadas a cada uno de los spots.

11
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 Segmentacion: clasificacion de los pixeles en foreground* y background?.

¢ Extraccion de la intensidad: calcular para cada spot del arreglo las intensidades de fluorescencia y

medidas de calidad del spot.

1.4.2.1 Grillado

La estructura basica de la imagen esta determinada por la construccion del microarray. Refiriéndose a la
cantidad de filas y columnas que tiene la grid, asi como en cada subgrid. Para extraer las caracteristicas

de la grid el software requiere la informacién siguiente:
¢ Cuantas subgrids tiene el arreglo en cada direccion (x e y).
¢ Cuantos spots hay por subgrids en cada direccion (x e y).

¢ Espaciado entre las filas y las columnas de la grid.

1.4.2.2 Segmentacion

La segmentacion de una imagen puede definirse como el proceso de particionar la imagen en diferentes
regiones de diferentes propiedades. En un experimento de microarray la segmentacion permite clasificar
los pixeles en foreground o background, de manera que se puedan calcular intensidades como medidas
de la abundancia de la secuencia transcripta para cada secuencia de ADN que se encuentre en la
muestra. Todos los procedimientos de segmentacion producen una mascara del spot (spot mask) que
consiste en el conjunto de los pixeles donde se supone se encuentra un spot. Aunque se mencionan otros

métodos se hara uso en el trabajo de la segmentacién por umbral.
Los métodos de segmentacion pueden clasificarse en:

e Circulo fijo.

e Circulo variable.

e Forma variable.

e Histograma (basada en el umbral).

! Intensidad correspondiente al spot.
? Intensidad luminica del fondo.

12
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Segmentacion con circulos fijos: Superpone un circulo del mismo tamafio a todos los spots de la imagen.
Este método es facil de implementar y funciona bien cuando todos los spots son circulares y del mismo
tamafio. Pero cuando los spots tienen forma variable, como ocurre en la mayoria de los microarrays,

tiende a dar resultados imprecisos.

Segmentacion con circulos de tamafo variable: En este tipo de segmentacién, el diametro del circulo es
estimado en forma separada para cada spot. Algunos software proveen la opcién de ajustar a mano el
diametro de los circulos, spot por spot pero esto lleva mucho tiempo. Ademas en la préactica los spots rara
vez son circulares y una mascara circular tendrd un mal ajuste. Las fuentes de no circularidad incluyen los

procesos de la impresion o el post procesamiento de los portaobjetos luego de la impresion.

Forma variable: El crecimiento de regiones como usualmente se le conoce, es uno de lo métodos
conceptualmente més simples para la segmentacion; usado para extraer regiones de la imagen que estan
conectadas segun cierto criterio predefinido. Este criterio puede estar basado en informacion de
intensidades y/o bordes de la imagen. En su forma mas simple, este método requiere un punto semilla
(seed point) que es seleccionado manualmente por el usuario, y extrae todos los pixeles conectados a la
semilla, que tengan el mismo valor de intensidad, es decir los pixeles adyacentes de amplitud similar se
agrupan juntos para formar una region segmentada. Este método es poco implementado debido a su
complejidad computacional, ademas la intervencidén del usuario en el proceso de seleccidén puede incurrir

en errores.

Segmentacion por histograma (basada en umbral): Es el proceso de segmentacion mas simple. La mayor
parte de las regiones de interés en una imagen estan caracterizadas por una reflectividad o absorcion de
luz mas o menos constante de su superficie (los pixeles de un spot tienen, aproximadamente, el mismo

nivel de gris). La idea es obtener un umbral de brillo® que separe el spot del fondo.

Dado el umbral T, la imagen umbralizada se obtiene mediante la expresion:

(1 fy)=T
90N =l feom <t

% Valor del nivel de gris.
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Algoritmo de umbralizacion: recorrer todos los pixeles de la imagen; si su nivel de gris es mayor que el
umbral es parte del spot, si es menor es parte del fondo. La umbralizacién es rapida computacionalmente.

La parte mas dificil es encontrar el valor correcto del umbral.

La seleccion del umbral correcto es crucial en el proceso de segmentacién por umbralizacion. La seleccion
del umbral puede ser interactiva o puede ser el resultado del algin método de deteccién de umbral, el que
se explica a continuacién es el seleccionado para el desarrollo de la aplicaciéon, no obstante se hace

mencién de otras elecciones de umbral (13):
e Segmentacion umbralizacion p-cubrimiento.
e Segmentacion por umbralizacion de histograma.
e Segmentacion umbralizacién 6ptima.
e Segmentacion umbralizacién multiespectral.
e Segmentacion umbralizacién jerarquica.

Segmentacion por umbralizacion de histograma: Dado que el histograma representa la distribucion de
probabilidad de que un pixel tenga un nivel de gris (u otra propiedad) dado y que es razonable suponer
gue un objeto tiene un rango de variacién en la propiedad pequefio, es l6gico suponer que un objeto de la
imagen vendra representado por un maximo local en el histograma. El proceso segmentacion se convierte
en la busqueda de picos en el histograma. Este tipo de segmentacion se implementa para buscar minimos
locales entre maximos locales significativos y utilizar el nivel de gris de esos minimos como umbral de

segmentacion.

Esta estrategia de segmentacion es sencilla. En primer lugar se localiza el mayor maximo local del
histograma®. A continuacion se localiza el segundo mayor méaximo local del histograma. Por Gltimo, se

localiza el minimo local entre ambos maximos y se utiliza su valor como valor para el umbral.

1.4.2.3 Extraccion de la intensidad

A partir de los pixeles que representan los spots y su fondo, los software de procesamiento de imagenes
deben calcular medidas numéricas para cada parte. A continuacion describimos las medidas incluidas en

la mayoria de ellos, aunque los 6 primeros fueron los utilizados en la cuantificacion de la imagen.

* Correspondera a un maximo de probabilidad asociado a un spot o al fondo de la imagen.
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Media de la spot: media de las intensidades los pixeles que constituyen el spot.

Media del fondo: media de las intensidades de los pixeles determinados como background.
Mediana de la spot: mediana de las intensidades de los pixeles que constituyen el spot.
Mediana del fondo: mediana de las intensidades de los pixeles determinados como background.
Desvio estandar de la spot: de las intensidades de los pixeles que constituyen el spot.

o gk wh e

Desvio estandar del background: de las intensidades de los pixeles que constituyen el
background.

7. Medidas de la forma del spot: cantidad de pixeles que lo conforman. Medida de circularidad =4 17
2
area / (perimetro ).
8. Marca (flag), indica la calidad del spot.
La medida mas importante es la intensidad del spot que puede elegirse entre la media y la mediana, pero
esta Ultima es la mas recomendable.

Intensidad del spot: cada valor de pixel en una imagen escaneada representa el nivel de hibridacién en
una posicion del vidrio. La cantidad total de hibridacién para una secuencia particular de ADN es
proporcional a la fluorescencia total del spot. Por lo tanto una medida natural de la intensidad del spot es
la suma de las intensidades de los pixeles dentro del spot mask. Como los calculos posteriores se basan
en el cociente de intensidades de fluorescencia, se calcula el promedio de los valores de los pixeles sobre

el spot mask.

Otros valores estadisticos que se pueden calcular dentro de cada spot mask son, la mediana de los

valores de los pixeles y algunas medidas de variabilidad.

Valores del fondo (background values) (14): la intensidad del fondo asociado a cada spot se puede

calcular a través de métodos como:
e Local
¢ Morphological opening
e Constant (global)

e None
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De los mencionados anteriormente se utiliza local background para definir el fondo circundante al spot. La
representacion grafica de este método por distintos programas se muestra en (Figura 3). La intensidad del

fondo se calcula como la suma de los pixeles que lo conforman.

Figura 3 La regidn que esta simbolizada con el nUmero 1 representada la méscara del spot (spot mask) y la
region simbolizada con el nimero 2, 3y 4 se utiliza para calcular el fondo local (background local), por

diferente software. 2: usado en QuantArray; 3: usado en ScanAnalyze y el 4 se usa en ArrayVision.

El procesamiento de imagenes tiene relevante importancia practica en disimiles areas de las ciencias de la
vida evidenciandose en: la evaluacién de fotos o imagenes con microscopios opticos, electrénicos o
scanner; en la observacion y analisis de procesos de crecimiento bacteriano u otros; en el analisis de
micro estructuras biolégicas en varios rangos espectrales, en el analisis celular y cromosémico, ademas
de mediciones por ultrasonido, tomografia axial computarizada (TAC), evaluacién de imagenes
radiol6gicas, imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) y elaboracion de catalogos electrénicos

con integracién de bases de datos y bancos de imagenes.
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1.5 Programas vinculados al procesamiento y cuantificacion de imagenes

Respecto a este tipo de herramientas, ademas de cotizarse en el mercado a altos precios, no es posible
agrupar el tipo, una parte de él es para el analisis y tratamiento de las imagenes y otra parte especializada
en la mineria de datos. Se describe brevemente aquellos que sirvieron de referencia al trabajo y se citan

otros de importancia (Tabla 1).

Tabla 1 Diferentes software para el procesamiento y cuantificacion de imagenes en el mundo.

http://www4.amershambiosciences.com ImageQuant Analisis de imagenes de microarray.
http://www.genomicsolutions.com/genomics | Quantimage Analisis de imagenes de microarray.
http://www.bipl.ahc.umn.edu/quantarray.html | QuantArray Analisis de imagenes de microarray.
http://www.imagingresearch.com/ArV ArrayVision Cuantificacion de imagenes de arrays.
http://www.molecularware.com/ ArrayAnalyzer Andlisis de imagenes de microarrays.
http://graphics.stanford.edu/software/ ScanAlyze Analisis de imagenes de microarrays.
http://www.tigr.org/software/ TIGR Spotfinder | Analisis de imagenes de microarrays.

ArrayVision: paquete de software flexible que se ha desarrollado para la cuantificacion de la expresion
genética y de los arreglos proteinicos de los genes. Proporciona un analisis rpido y automatizado para
las imagenes de arreglo. ArrayVision utiliza protocolos configurables para satisfacer cualquier formato de

arreglos.

Ofrece la opcion de calculo de métrica de la calidad basada sobre el spot. Requiere como sistema
operativo Windows NT® 4.0 o Windows 2000®. El software estara disponible en una sola computadora o
version del servidor. Este es fabricado por una compafiia canadiense que impone un alto precio de
adquisicién. Otra de sus desventajas es que ArrayVision incurre en errores de distorsion geométrica que

implica errores en la cuantificacién de la imagen (1).
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TIGR Spotfinder: fue disefiado para el andlisis rapido, reproductivo y automatizado de imagenes
microarray y la cuantificacién de la expresion del gen. Lee los archivos 16-bit o 8-bit, cuenta con dos
métodos disponibles de la segmentacion (uno de ellos es mediante histograma) definen los limites entre
cada punto y el fondo local circundante. Las intensidades del punto se calculan como integral de pixeles
no saturados, aunque dispone de otras opciones que incluyen valores medianos y medios del punto. TIGR
Spotfinder fue escrito en C++.

La construccion semiautomética de la grid define las areas de la diapositiva donde estan los puntos. Los
ajustes automaticos y manuales de la grid ayudan a asegurarse de que cada célula rectangular de la grid
esta centrada en un punto, sin embargo Spotfinder no incluyen la informacién de la anotacion para cada
gen, no ha sido probada aun para Windows, ademas para adquirir este software es necesario tomar el
paquete completo de TM4 que consta de cuatro usos importantes, el encargado de los datos de
microarray (MADAM), TIGR_Spotfinder, el sistema del andlisis de datos de microarray (MIDAS), vy el
espectador de Multiexperiment (meV). Perteneciente al Instituto de Investigacion de Gendmica, Maryland,
USA.

1.6 Importancia del procesamiento y cuantificacién de imagenes de microarray

Los programas ArrayVision y Spotfinder, sirvieron como precedentes para el desarrollo de una aplicacion
propia, que permita de manera eficiente el procesamiento de toda informacion procedente de la
investigacion biologica plasmada en una imagen de microarray, asi como la cuantificacion rapida y
automatica de las imagenes mediante diferentes funciones matematicas, métodos de andlisis y
procesamiento. Con la finalidad de que sea util en todos los centros cientificos cubanos dedicados al
estudio de la extraccion de informacién de los genes, aunque en principio esté orientado a facilitar el

trabajo de los investigadores del CIGB.

De manera general el procesamiento y cuantificacion de imagenes ofrece una vision mas global del
estudio de los genes y ademas de la implicacién en el aumento de la eficiencia del descubrimiento y

desarrollo de nuevos farmacos, y la resistencia de enfermedades a drogas determinadas.

1.7 Metodologias de desarrollo

Todo desarrollo de software es riesgoso Y dificil de controlar, es necesario una metodologia de desarrollo
(15) de software de por medio, que permita obtener un resultado con calidad, de ahi que tanto

desarrollador como cliente queden satisfechos.
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Extreme Programing, (XP) es una metodologia que consiste en una programacion rapida o extrema, cuya
particularidad es tener como parte del equipo, al usuario final, pues es uno de los requisitos para llegar al

éxito del proyecto.

Utilizada para proyectos de corto plazo y que estén conformados por un pequefio equipo. Lo fundamental

en este tipo de metodologia es:
¢ La comunicacion, entre los usuarios y los desarrolladores.
¢ La simplicidad, al desarrollar y codificar los moédulos del sistema.
¢ La retroalimentacion, concreta y frecuente del equipo de desarrollo, el cliente y los usuarios finales.

La metodologia XP es exitosa porgque enfatiza la satisfaccion del cliente y promueve el trabajo en equipo.
XP propone un proceso de desarrollo liviano, eficiente, de bajo riesgo, flexible, predecible y cientifico, sin
embargo, a pesar de brindar grandes ventajas y gran facilidad de uso, esta metodologia requiere de un

contacto directo y continuo con el usuario final, por lo cual no es factible para nuestro problema.

Ademas la carencia de la documentacion del disefio con que cuenta XP, limita las oportunidades del
trabajo para aprovechar la reutilizacién, necesaria para suscitar posibles prestaciones en el procesamiento
de imagenes de microarray. En XP los métodos de ingenieria se describen brevemente, esto conlleva a
que se adopten determinados elementos sin hacer caso del resto, en la practica esto falla y
particularmente la descripcién a detalle de los métodos para procesar una imagen y extraer determinados

valores de intensidades, es vital para la comprension y realizacién de una solucién afin.

Sin embargo, Rational Unified Process, (RUP) es mas que un simple proceso; es un marco de trabajo
genérico que puede especializarse para una gran variedad de sistemas de software, para diferentes areas
de aplicacién, diferentes tipos de organizaciones, diferentes niveles de aptitud y diferentes tamafios de
proyecto, obviamente se emplea un grado variable de artefactos en cada flujo de trabajo que lo caracteriza
(16).

Entre las principales caracteristicas que distinguen el ciclo de vida de RUP estan: dirigido por casos de

uso, iterativo, incremental y centrado en la arquitectura.

¢ Dirigido por casos de uso: Los casos de uso reflejan lo que los usuarios futuros necesitan y
desean, lo cual se capta cuando se modela el negocio y se representa a través de los

requerimientos. A partir de aqui los casos de uso guian el proceso de desarrollo ya que los modelos
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que se obtienen, como resultado de los diferentes flujos de trabajo, representan la realizacion de los

casos de uso (cémo se llevan a cabo).

e Centrado en la arquitectura: La arquitectura muestra la visibn comuin del sistema completo en la
que el equipo de proyecto y los usuarios deben estar de acuerdo, por lo que describe los elementos
del modelo que son mas importantes para su construccion, los cimientos del sistema que son
necesarios como base para comprenderlo, desarrollarlo y producirlo econémicamente. RUP se
desarrolla mediante iteraciones, comienza por los casos de uso relevantes desde el punto de vista
de la arquitectura. EI modelo de arquitectura se representa a través de vistas en las que se incluyen

los diagramas de UML.

e Iterativo e incremental: RUP propone que cada fase se desarrolle en iteraciones. Una iteracion
involucra actividades de todos los flujos de trabajo, aunque desarrolla fundamentalmente algunos
mMAas que otros. Las iteraciones hacen referencia a pasos en los flujos de trabajo, y los incrementos,

al crecimiento del producto.

Ademas divide en fases el desarrollo del software, y cada una de esas etapas se desarrolla mediante un

ciclo de iteraciones.

e Conceptualizacion (Concepcion o Inicio): Se describe el negocio y se delimita el proyecto

describiendo sus alcances con la identificacion de los casos de uso del sistema.

e Elaboracion: Se define la arquitectura del sistema y se obtiene una aplicacién ejecutable que
responde a los casos de uso que la comprometen. A pesar de que se desarrolla a profundidad una
parte del sistema, las decisiones sobre la arquitectura se hacen sobre la base de la comprensién del
sistema completo y los requerimientos (funcionales y no funcionales) identificados de acuerdo al

alcance definido.

¢ Construccion: Se obtiene un producto listo para su utilizaciéon que esta documentado y tiene un
manual de usuario. Se obtiene uno o varios release del producto que han pasado las pruebas. Se

ponen estos release a consideracion de un subconjunto de usuarios.

¢ Transicion: El release ya esta listo para su instalacion en las condiciones reales. Puede implicar

reparacion de errores.
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Cada una de estas fases comprende 9 flujos de trabajo. Los 6 primeros son flujos de ingenieria y los tres

ultimos son conocidos como flujos de apoyo (17).

Vale mencionar que el ciclo de vida que se desarrolla por cada iteracion, es llevada bajo dos disciplinas:
Disciplina de Desarrollo

e Ingenieria de Negocios: se entienden las necesidades del negocio.

¢ Requerimientos: se trasladan las necesidades del negocio a un sistema automatizado.

¢ Andlisis y Disefio: se trasladan los requerimientos dentro de la arquitectura de software.

e Implementacion: se crea software que se ajuste a la arquitectura y que tenga el comportamiento
deseado.

¢ Pruebas: se asegura que el comportamiento requerido es el correcto y que todo los solicitado esta
presente.

Disciplina de Soporte
¢ Configuracion y administracién del cambio: se guardan todas las versiones del proyecto.
e Administrando el proyecto: se administran horarios y recursos.
e Ambiente: se administra el ambiente de desarrollo.

e Distribucién: se hace todo lo necesario para la salida del proyecto

Se concibe como obligatorio el uso de artefactos en cada ciclo de iteracion. Se centra la atencién en la
construccion de cada artefacto. Se cumplen los objetivos trazados desde el Modelamiento del Negocio
hasta el Andlisis y Disefo, sin obviar que los métodos de procesamiento estan debidamente justificados

en cuanto a la terminologia empleada y la descripcion misma de las actividades.

Los argumentos expuestos conducen a la seleccion de RUP como metodologia de desarrollo para
producir una mejor gestién global del proyecto, considerando las fases e iteraciones de RUP y sobretodo

la documentacioén con los artefactos.

Este tipo de documentacion es vital pues el trabajo tendra continuidad en flujos de trabajo ulteriores al
analisis y disefio, ademas de la importancia para la comprensién de los métodos de procesamiento de

imagenes de microarray. Garantizando que en la disciplina de Analisis y Disefio se concentren las
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actividades en un flujo de trabajo determinado para producir informacién basado en los requerimientos del

sistema.

El Proceso Unificado utiliza el Lenguaje Unificado de Modelado (UML) para preparar todos los esquemas
de un sistema software. De hecho, UML es una parte esencial del Proceso Unificado. RUP emplea UML
como base para el desarrollo de software en cada una de sus fases y disciplinas.

Abordar el modelado de un sistema exige saber de antemano qué artefactos de la notacion del Proceso
Unificado de Modelado (UML) van a ser mas relevantes para representar su estructura estética y cuales

seran mas apropiados para documentar su comportamiento, o bien, la dinamica de sus estados.

UML es un lenguaje grafico para visualizar, construir, especificar y documentar los elementos de los
sistemas orientados a objetos. Notacidon unificada con la que se permite lograr un entendimiento que

propicie el intercambio entre los usuarios y los desarrolladores.

Se ha convertido en un estandar de la industria del software, debido a que ha sido impulsado por los
autores de los tres métodos mas usados de orientacion a objetos Grady Booch, Ivar Jacobson y Jim
Rumbaugh.

El UML estandar estd compuesto por tres partes: bloques de construccion (tales como clases, objetos,
mensajes), relaciones entre los bloques (tales como asociacion, generalizacion) y diagramas (por ejemplo,
diagrama de actividad). Cubre la especificacion de las decisiones de analisis, disefio e implementacion

gue se realicen al desarrollar y desplegar un sistema de software.

1.7.1 Herramientas CASE
Las herramientas CASE de modelado con UML nos permiten aplicar la metodologia de analisis y disefio

orientados a objetos y abstraernos del cédigo fuente, en un nivel donde la arquitectura y el disefio se

tornan mas obvios y més faciles de entender y modificar.

Rational Rose Enterprise Edition 2003, es una herramienta que permite especificar, analizar, disefar el
sistema antes de codificarlo. Desarrollada por los creadores de UML (Booch, Rumbaugh y Jacobson),
cubre todo el ciclo de vida de un proyecto: concepcion y formalizacién del modelo, construcciéon de los

componentes, transicion a los usuarios y certificacion de las distintas fases.

Se encuentra dentro del grupo de herramientas mas técnicas debido a que se encarga de llevar a cabo

tanto la automatizacion de los sistemas para la posterior generacion de cédigo (esto es, realizaciéon de los
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distintos diagramas y generacion del cédigo posterior), como para labores de ingenieria inversa (es decir,

realizacién de los diagramas una vez conocido el c6digo).

El navegador UML de Rational Rose nos permite establecer una trazabilidad real entre el modelo (analisis
y disefio) y el cédigo ejecutable. Facilita el desarrollo de un proceso cooperativo en el que todos los
agentes tienen sus propias vistas de informacion (vista de Casos de Uso, vista Loégica, vista de
Componentes y vista de Despliegue, Vista de Procesos), pero utilizan un lenguaje comin para

comprender y comunicar la estructura y la funcionalidad del sistema en construccion.

Por otro lado se encuentra Visual Paradigm (VP) considerada como una potente herramienta para
visualizar y disefiar elementos de software. Entre sus peculiaridades, el disefio centrado en casos de uso
y enfocado al negocio, el entorno de creacion de diagramas para UML 2.0, la sincronizacién en todo el
ciclo de desarrollo del modelo y codigo, asi como la disponibilidad de integrarse a los principales entornos
de desarrollo (IDEs) y en multiples plataformas. Son caracteristicas que le confieren un valor determinado

en el mundo actual.

Facilita la interoperabilidad con otras herramientas CASE y se integra con las siguientes herramientas
Java: Eclipse/IBM, WebSphere, NetBeans IDE, ademas de que esta disponible en varias ediciones:
Enterprise, Professional, Community, Standard, Modeler y Personal. Sin embargo, herramientas como la
generacién automatica de cédigo no son aplicables y cualquier diagrama generado autométicamente a

partir de otro diagrama podria perder su utilidad.

La seleccion de Rational Rose Enterprise Edition como herramienta CASE, se concibe como la necesidad
de vincular a través de UML una traza entre el modelo de andlisis y disefio propuesto, y el cédigo
ejecutable, ademas de garantizar la realizacion de los principales artefactos de los flujos de trabajo que

establece la metodologia de RUP.

1.7.2 Artefactos generados

Al conjunto de actividades necesarias para transformar los requisitos del CIGB en un prototipo de disefio
de software deseado, las conforman los artefactos generados en los flujos de trabajo de Modelamiento del
Negocio, Requerimientos y Andlisis y Disefio, de su totalidad, se exponen aquellos que se obtuvieron

como resultados de este trabajo, adecuandose siempre a las necesidades del CIGB:

¢ Modelacion del dominio, como via alternativa para describir el negocio.
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¢ Especificacion de los requisitos de software correspondientes al procesamiento y cuantificacién de

imagenes.

¢ Definiciébn de prototipos no funcionales del software para el procesamiento de imagenes de

microarray.

e Descripcién de los procesos que se deben automatizar para procesar y cuantificar imagenes de

microarray.

¢ Realizacion del diagrama de clases de analisis vinculado al procesamiento y cuantificacién de

imégenes.

¢ Realizacion del diagrama de interacciéon de andlisis vinculado al procesamiento y cuantificacion de

imégenes.

¢ Fundamentacion de los patrones utilizado en la propuesta de disefio para la aplicacion de software

asociada al procesamiento de imagenes de microarray.
¢ Construccion de paquetes, subsistemas e interfaces acordes al procesamiento y cuantificacion.
¢ Realizacion del diagrama de clases de disefio vinculado al procesamiento de imagenes.

¢ Realizacion del diagrama de interaccion de disefio vinculado al procesamiento de imagenes.

Metodologia de investigacion

Para realizar esta investigacion, se partié del supuesto que no puede haber conocimiento al margen de la

practica. La veracidad de este juicio condujo a una busqueda de conocimientos ordenados y de reflexion

analitica, a fin de explicar el procesamiento de imagenes de microarray.

1.8.1 Método utilizado para recopilar informacion

Para la recopilacion de la informacion utilizada en este trabajo, se referenciaron dos métodos: revision

bibliogréafica y entrevistas.

Revision bibliogréfica

Se baso6 fundamentalmente en consultar un conjunto de fuentes de informacién referidas al tema, como

fueron articulos (7), (11), (12), libros (16), (18), sitios web (3), (6), y toda una gama de materiales tanto

impresos como digitales, también se localizaron lecturas especializadas sobre el tema para documentar la
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base tedrica de este trabajo. Esta fuente de informacién, registra o corrobora el conocimiento inmediato de
la investigacién, fue debidamente referenciada para consultas posteriores. Resulta de interés para

aqguellas personas que deseen estudiar mas de los restantes capitulos de este trabajo.

Técnica de entrevista

Mediante esta forma especifica de interaccion social, se logré obtener informacién y detalles del sistema
gue deseaban obtener finalmente los clientes. A partir de las repuestas y aclaraciones que brindaron los
especialistas del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, como el Dr. Julio Hernandez y la Dra.
Isabel Guillén del Departamento de Investigaciones Biomédicas, se obtuvieron las informaciones que se
necesitaban. Gracias a que esta técnica permite reunir datos primarios, generalmente con un caracter mas

practico y menos tedrico, se logré definir todos los detalles requeridos para el disefio del sistema.

1.8.2 Método utilizado para seleccionar y organizar los datos

La eleccién de esta técnica esta determinada por las caracteristicas del estudio que se desarroll6, es decir
del procesamiento y cuantificacibn de imagenes de microarray. La seleccion de informacién de la
bibliografia consultada se realizé considerando a aquellas que tuviesen relacién directa con el problema
en cuestion. Esta se organiz6 utilizando el método Inductivo—Deductivo, a partir de la idea de comprender
los problemas mas generales y segun los resultados interpretar conceptos particulares. Fue necesario
ademas tener acceso a sistema que contuvieran informacién y recursos de apoyo para recopilar datos,

ejemplo el software ArrayVision.

1.9 Tendencias y tecnologias actuales

En este epigrafe se hace un andlisis de las tendencias y tecnologias mas utilizadas actualmente a nivel
mundial en el desarrollo de aplicaciones de escritorio, segun los lenguajes de programacion y entornos de
desarrollo.

El tipo de tecnologia a usar fue concebida por el cliente y se ha mantenido como tal, no obstante la
migracién a software libre es un requisito que debera ser considerado posteriormente para lograr un
mayor beneficio de esta aplicaciéon. Se argumenta a continuacién dos tipos de tecnologias, enfatizando la

seleccionada por el CIGB.

Microsoft .NET es un proyecto que ha creado una nueva plataforma de desarrollo de software con énfasis

en transparencia de redes, con independencia de plataforma y que permita un rapido desarrollo de

25

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



CAPITULO 1 FUNDAMENTACION TEORICA

aplicaciones. Basado en esta plataforma, Microsoft intenta desarrollar una estrategia horizontal que
integre todos sus productos, desde el sistema operativo hasta las herramientas de mercado (19). Podria
considerarse .NET una respuesta de Microsoft al creciente mercado de los negocios en entornos Web,

como competencia a la plataforma Java de Sun Microsystems.

La plataforma .NET brinda un conjunto Unico y expansible con facilidad, de bloques interconectados,
disefiados de forma uniforme y bien documentados, que permitan a los desarrolladores tener a mano todo
lo que necesitan para producir aplicaciones soélidas. La tecnologia .NET puede integrar los objetos COM.
de forma transparente y bidireccional, significa que se puede utilizar COM desde .NET. Un objeto COM es
una instancia de una clase objeto componente, o sencillamente componente (el componente asociado a
una DLL), los mismos estan fuertemente encapsulados, por lo que Unicamente pueden ser accesibles a

través de las interfaces que exportan.

Se tiene por otra parte a Java 2, Enterprise Edition conocido como J2EE (20) que es la edicion
empresarial del paquete Java creada y distribuida por Sun Microsystems. Comprende un conjunto de
especificaciones y funcionalidades orientadas al desarrollo de aplicaciones empresariales. J2EE esta
basado en la arquitectura del lado del servidor, afiade el soporte completo para componentes Enterprise

Java Beans, el API Java Servlets y la tecnologia JavaServer Pages.

1.9.1 Herramientas de desarrollo y framework

En este epigrafe se especifica, en base a la plataforma .NET y a un modelo matemético usado, las

herramientas de desarrollo necesarias.

Microsoft Visual Studio 2005 (21) es un entorno integrado de programacién para sistemas Windows.
Proporciona una plataforma de programacion eficaz en equipo para generar aplicaciones. Dentro de sus
caracteristicas principales estan: incorpora a .NET Framework 2.0 como el entorno robusto y plenamente
funcional de la plataforma Microsoft, incluye nuevas funciones y mejoras en el editor de texto como la
refactorizacion, los desarrolladores disfrutan de un entorno de edicion altamente productivo, permite
construir soluciones para SQL Server 2005 utilizando herramientas visuales integradas de disefio de

bases de datos.

Microsoft ofrece dos opciones para los desarrolladores profesionales trabajando en solitario o en

pequefios equipos, Visual Studio 2005 Professional Edition, y Visual Studio 2005 Tools para Microsoft
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Office System. Cada edicién afiade funcionalidad a las caracteristicas basicas que incluye la edicion
Standard.

.NET Framework 2.0, el «framework» o0 marco de trabajo (19), incluida en la plataforma .NET, denota la
infraestructura sobre la cual se retinen un conjunto de lenguajes, herramientas y servicios que simplifican

el desarrollo de aplicaciones en entorno de ejecucion distribuido.

Entorno independiente del hardware para ejecutar programas en dispositivos informaticos con recursos
insuficientes. Hereda la arquitectura completa de .NET Framework de CLR®, es compatible con un
subconjunto de la biblioteca de clases de .NET Framework y contiene clases disefiadas exclusivamente
para .NET Framework 2.0. Mejora del control de excepciones, es compatible con clases parciales, tal y
como se utilizan en Microsoft Visual Studio 2005.

MATLAB es una herramienta para hacer calculos matematicos y una plataforma de desarrollo de
aplicaciones totalmente integrado (andlisis numérico, célculo matricial, proceso de sefial y visualizacién

gréfica). A continuacion se exponen algunas caracteristicas de MATLAB:
e Calculos intensivos desde el punto de vista humérico.
¢ Gréficos y visualizacién avanzada.
e Lenguaje de alto nivel basado en vectores, arrays y matrices.
¢ Coleccion de funciones de aplicacion.

Dispone en la actualidad de un amplio abanico de programas de apoyo especializados, denominados
Toolboxes, que extienden significativamente el ndmero de funciones incorporadas en el programa
principal. Insertado en esta gama, se encuentra el toolbox para el procesamiento de imagenes (Image

Processing Toolbox), que por la importancia que se le confiere es imprescindible detenerse a describirlo:

e Ofrece un amplio conjunto de herramientas que le permite facilmente manipular, procesar y
analizar datos de imagenes, interactivamente mostrar pantallas de imagenes 2-D o 3-D, visualizar
datos temporarios cuando es necesario, y comentar sus resultados para publicaciones técnicas.

Como resultado, es facil e intuitivo efectuar procesamiento de imagenes y operaciones de analisis

® Common Language Runtime: entorno Comuin de Ejecucién para Lenguajes.
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tales como morfologia binaria, manipulacion geométrica, conversiébn de espacios de colores,

compresion, analisis de componentes conectados y mas (22).

MATLAB cuenta con un constructor para .NET que ofrece la posibilidad de interactuar con otras
aplicaciones a través de la utilizacion de la tecnologia COM sobre Windows, se presenta como servidor de
la automatizacion de COM, asi que podemos utilizar la interoperabilidad de COM de .NET para utilizar sus

funciones: se puede trabajar directamente con un tipo biblioteca o libreria especifica.

1.9.2 Lenguajes de programacion

Ante la presencia de tantos lenguajes, ¢en qué se basa un ingeniero de software para adoptar en un
proyecto el uso de uno en concreto? Generalmente, el lenguaje se elige por preferencia personal de los
clientes de una empresa, o0 bien, porque los desarrolladores poseen un conocimiento del mismo, lo cual es
razonable. En este caso en particular el CIGB ha seleccionado como lenguaje de programacion a C#,

aungue se menciona brevemente a Java para establecer alguna comparacion.

C# es un lenguaje de programacion orientado a objetos desarrollado y estandarizado por Microsoft como
parte de su plataforma .NET. Su sintaxis béasica deriva de C/C++ y utiliza el modelo de objetos de la
plataforma .NET, por lo que permite transferir resultados de las funciones incorporadas en MATLAB, para
el procesamiento de imagenes, para desarrollar soluciones en C#. Entre otras caracteristicas de este

lenguaje se encuentra (23):
e Compatibilidad con el disefio, la programacion y la implementacion de servicios con rapidez.

¢ Disefiadores de formularios y controles visuales para crear aplicaciones basadas en Windows muy

completas.

¢ Lenguaje intuitivo basado en C++ (familiar para los programadores de C++ y Java, asi como ofrece

nuevas estructuras de lenguaje intuitivas que simplifican enormemente las tareas de programacion).

Por otro lado, Java (20) es un lenguaje de programacion orientado a objetos desarrollado por Sun
Microsystems. Las aplicaciones Java estan tipicamente compiladas en un bytecode®, aunque la

compilacion en cédigo maquina también es posible.

® Cédigo intermedio mas abstracto que el cédigo maquina.
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El lenguaje en si mismo toma mucha de su sintaxis de C y C++, pero tiene un modelo de objetos mas
simple y elimina herramientas de bajo nivel como punteros. Sin embargo, las aplicaciones Java necesitan
gran cantidad de memoria fisica. Sun Microsystems proporciona una implementacion GNU General Public

License de un compilador Java y una maquina virtual Java.

1.10 Conclusiones

Tras la realizacion de una investigacion en detalle acerca del procesamiento y en especifico la
cuantificacién de imagenes de microarray, enmarcando los requisitos con los que debe contar el propio
software en el ambito internacional, evaluando y seleccionando técnicas, métodos y algoritmos para
trabajar con la calidad esperada, estimando el alto costo de algunas funcionalidades y por ende el freno
gue significan la implementacion de estas, en la actual situacién econémica del pais. Se ha concebido el
disefio de un software propio (nacional) para el procesamiento de imagenes de microarray, del CIGB,
analizando los valores de expresién génica; usando la metodologia de RUP con lenguaje UML, y como
herramienta de modelado Rational Rose Enterprise Edition 2003, y contando con MATLAB como
plataforma de apoyo para el procesamiento de imagenes. Utilizar la plataforma Microsoft .NET,
especificamente Microsoft Visual Studio .NET 2005 y como lenguaje de programacion C# los cuales

brindan una gran productividad elemento necesario dado el corto periodo de entrega del software.
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CAPITULO 2 CARACTERISTICAS DEL SISTEMA

2.1 Introduccién

En el capitulo anterior qued6 determinado el tipo de metodologia a usar, la metodologia RUP, como guia
para la construccion del analisis y disefio de este sistema, que se propone desplegar en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia. Como objetivo principal en este capitulo, se hard una descripcion
general del objeto de estudio y de los artefactos mas importantes para la actividad de negocio y las
referentes al sistema (Figura 4); se tiene como antecedente la fundamentacion anterior y las necesidades
de la institucion cientifica; sin obviar los requerimientos minimos a los que esté sujeta la herramienta en

dependencia de donde se instale.

Fases

Conceptualizacion , Elaboracion Construccion . Transicion
. . - 3 2
Modelamiento del Negocio o .. .com——
N X u o

Requerimientos ~

Analisis y Diseno

Implmentacion A

Instalacion S R . Y

Adm. Configuracion y Cambios e —— i A i W
Administracion del Proyecto ettt B . . A e
Ambiente . - . - —

[teraciones

Figura 4 Representacion del flujo de trabajo de Modelamiento de Negocio y Requerimientos durante el ciclo
de RUP.

30

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



CAPITULO 2 CARACTERISTICAS DEL SISTEMA

2.2 Objeto de Estudio

Este trabajo esta condicionado por la necesidad del polo cientifico, CIGB, de mejorar el procesamiento
imagenes de microarray para mejorar cualitativamente los estudios de enfermedades de implicacion
genética en la poblacién cubana, asociado a este problema el desarrollo del trabajo se ha centrado en el

estudio del procesamiento y andlisis de imagenes de microarray.

2.2.1 Flujo actual de procesos

En el CIGB, se localizan los recursos basicos para procesar cada una de las imagenes de microarray
obtenidas. Todo el proceso de analisis de la expresion de genes se desarrolla a través de diferentes
etapas entre las que se encuentran la fabricacidén y disefio del microarray, la preparacion de la sonda a
utilizar en la hibridacion del soporte, la coleccion de las muestras, su procesamiento y la lectura e
interpretacion de las intensidades de las sefiales.

El proceso en su conjunto, como tendencia mundial, se realiza con un equipamiento cada vez mas
sofisticado y costoso que no muchos laboratorios poseen, tal es el caso del CIGB, es importante contar
con equipos que controlen con exactitud pardmetros como la temperatura y el tiempo de hibridacion,
ademas es necesario un escaner lector de fluorescencia, quimioluminiscencia y/o radiactividad de gran
sensibilidad y altamente programable. Los resultados, imagenes de microarray reveladas, son procesados

por herramientas bioinformaticas (Figura 5).
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Figura 5 La figura representa los cinco componentes fundamentales para el disefio, hibridacion,

cuantificacién y andlisis de los microarray.

El Centro de ingenieria Genética y Biotecnologia precisa de un software que le facilite el trabajo con las
imagenes que manualmente obtienen, pues las mismas carecen de la calidad que requieren otros
aplicaciones para exponer sus resultados; ademas la propuesta de la nueva aplicacién elimina en gran

medida las restricciones impuestas por ArrayVision en cuanto a la cuantificacién de este tipo de imagen.

Mucha de la informacién relevante acerca de la funcion de los genes esta contenida en la literatura
médica; esto no resta relevancia al disefio de una herramienta propia, para la cuantificacién de este tipo

de imagenes que daria un impulso en las investigaciones biomédicas del pais.

2.2.2 Andlisis critico de la ejecucién de procesos

La primera necesidad que origina el desarrollo de este trabajo; es que no se dispone de una herramienta
con la calidad requerida para procesar las imagenes de microarray en el tiempo estimado, dado por el
monto del costo y las constricciones en la comercializacion que impone el bloqueo para adquirir

aplicaciones como estas, disponible en paises desarrollados. Todo lo cual provoca retrasos en el andlisis
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de las muestras adquiridas asi como insuficientes posibilidades de automatizacion del proceso, dando
lugar al trabajo manual por parte del investigador susceptible de incurrir en errores.

Otra de las causas que origina la situacion problémica; se debe a que el software llamado ArrayVision no
respondié satisfactoriamente a los requerimientos del CIGB, en cuanto a: los valores de hibridacion
pueden ser identificados en posiciones incorrectas dentro de la imagen y, los elementos de la plantilla
configurable por el usuario pueden no corresponder con la posicion geométrica del spot en la imagen.

La alineacién manual de la plantilla con los spots es poco rigurosa y puede introducir errores significativos,

puesto que un observador humano es altamente propenso a fallos de precision.

Por ultimo, en relacién con ArrayVision los resultados deben ser organizados manualmente, conllevando a

otros errores, sea para comprobar su validez o para posterior analisis y estudios de ellos.

De manera general no se puede garantizar la calidad del resultado final del proceso, por lo que se hace
necesario disefiar un software para mejorar los tiempos de respuestas y la fiabilidad del procesamiento de

iméagenes de microarray.

Con lo expuesto anteriormente se evidencia la necesidad de analizar y disefiar un software que se
encuentre exento de este tipo de dificultad, garantice la calidad en el procesamiento de imagenes y facilite

el manejo de la herramienta.

2.3 Objeto de automatizacion

Desde el afio 1999 el CIGB inici6é negociaciones con Canada para obtener el software ArrayVision y no fue
hasta el 2002 que lo adquirid por un tercer pais. ArrayVision se ha desarrollado para la cuantificaciéon de la
expresion genética y de los arreglos proteinicos de los genes, proporciona un analisis rapido y
automatizado para las imagenes de arreglos en unos cuantos pasos. Acepta datos de casi cualquier
sistema de deteccién e incluye procedimientos para la alineacién automatizada. Ofrece la opcién de
célculo de métrica de la calidad basada sobre el spot (cuando un valor de intensidad es «bueno»). Las
imagenes pueden ser indicadas con letras, combinado, o filtrado de muchas maneras, ademas ofrece

variedad amplia de las ayudas de los formatos de la imagen, entre otras.

Sin embargo, algunas de las prestaciones de este software no contribuyeron con los requisitos que exigia
el centro, esta herramienta resulta inasequible al investigador e incurre en algunos errores relacionados

con la alineacién de los spots en la imagen.
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La necesidad de optimizar tiempo y calidad en el flujo de procesos que actualmente realiza el CIGB en
cuanto al procesamiento de imagenes; ha devenido en el disefio de una herramienta que garantice una
mejora cualitativa en la cuantificacion de imagenes y que resulte de facil manejo para el investigador,

cumplimentandose en los siguientes objetos:

e Procesamiento de la imagen obtenida, a través de métodos estandarizados internacionalmente

como: grillado, segmentacion y extraccion de intensidades.

¢ Visualizacion de los resultados en términos de imagenes, de los métodos de grillado y extraccion
de intensidades, en el caso de este Ultimo, la superposicion de los valores de intensidades obtenidos

a la imagen inicial.

¢ Obtencion de valores de intensidades del spot y el fondo correspondiente, y de otras medidas de
interés investigativo asociadas a la imagen, que pueden ser corroboradas visualmente por el

investigador.

Esta secuencia describe como debe funcionar el sistema, basandose en el andlisis y disefio propuesto. En
el préximo epigrafe se especifica la solucion desde el entorno del sistema.

2.4 Propuesta de sistema
Segun los métodos de procesamiento justificados con anterioridad, se describe la propuesta de sistema

para el procesamiento y cuantificacion de imagenes de microarray:

1. A partir de las imagenes obtenidas en el CIGB (Figura 6), el investigador selecciona la que desea
analizar, y una vez mostrada, especifica la region de interés a procesar, puede ser la imagen

completa o parte de ella (Figura 7).
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Figura 6 Imagen de microarray obtenida en el CIGB.

2. Para localizar los spots automaticamente, primero se deben encerrar en un espacio rectangular
donde exista dentro un spot y solo un spot. Para ello lo primero es generar un histograma a partir
del promedio de los valores de intensidad de cada columna de pixeles, quedando un maximo en la
sefal en las posiciones de las columnas de spots y un minimo donde se encuentran los espacios
vacios entre estas columnas. Este histograma luego se mejora, acentuando las laderas y los picos,
estos Ultimos se segmenta para hallar los centros de las columnas de spots y se toman ademas los

valores de posiciéon de las depresiones para localizar las divisiones entre columnas (Figura 8).
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Figura 7 Region seleccionada de la imagen original.
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perfil mejorado
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Figura 8 Representacion de la secuencia a seguir para analizar el histograma correspondiente Figura 6.

Nétese la relacion existente entre el histograma y la imagen en cuanto a la posicion de los maximos y

minimos y las columnas de spots.

Una vez hecho esto se traspone la imagen y se repite el proceso para lograr determinar los espacios

verticales encerrando cada spot de la siguiente manera (Figura 9):

Figura 9 Imagen Grillada, resultado del primer método de procesamiento.

3. Para eliminar el ruido, se crea desde MATLAB una imagen binaria, pasandole el nivel medio de la
imagen, la cual serd 1 en las posiciones donde hay spots y 0 en las posiciones donde hay fondo.

Luego los huecos de dicha imagen se rellenan usando el método de Segmentacion por
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umbralizacién de histograma, discutido en el capitulo anterior. Esto permite obviar, a la hora de
calcular las intensidades, aquellos pixeles identificados como de fondo pues en la imagen binaria
esa posicion sera 0, en el caso de los pixeles que constituyen el spot, se comprueban que tengan
valor 1 en la binaria y se suma la intensidad del pixel de la imagen original en esa misma posicion,
dividiéndose luego entre el numero de pixeles que constituyeron ese spot en especifico (Figura
10).

Imagen binaria Imagen binaria mejorada

Figura 10 NoOtese que se elimina ruido en alguno de los spots de la imagen de la derecha. Aquellos que
guedan sin rellenar son demasiado tenues y serdn descartados posteriormente por el software

identificandolos como moléculas ausentes.

4. A partir de los separadores y la imagen binaria se pueden ejecutar ciclos para cada spot por
separado que nos permiten saber que cantidad de pixeles pertenecen a cada spot (sin el fondo) y
asi saber, comparando dicha cantidad con la media del resto, si el spot tiene ruido o esta ausente.
Usando funcionalidades del MATLAB se calculan también la media de la imagen y la media del
fondo, asi como la mediana y desviacion estandar. Estos valores son los que posteriormente seran

interpretados por los investigadores segun el experimento analizado.

2.5 Modelo de Dominio

En los inicios de la conceptualizacion del proyecto y posteriormente como resultados de los encuentros

con los clientes del polo cientifico, se concluyd que el tipo de modelo para representar el flujo de acciones
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concebidas por las cuales transcurria todo el proceso de cuantificacion de imagenes, seria a través de un

modelo de dominio, fundamentado en:

eNo se encontraban definidos los procesos o actividades a desarrollar, poca exactitud en la

identificacién del flujo de procesos para la cuantificacién de imagenes que rigen el proyecto.

*No se contaba formalmente con el personal encargado de interactuar con la herramienta e

interpretar los resultados obtenidos finalmente, se solapaban los roles.

¢ No se estaba desarrollando trabajo o estudio alguno con imagenes de microarray, aunque cuenta

con un software ArrayVision las funcionalidades de este no cumplian en gran medida con la

flexibilidad solicitada por los investigadores.

2.5.1 Descripcion de clases

El modelo de dominio se describe a través de diagramas de clases UML. Se descompone el espacio del

problema en unidades comprensibles (conceptos), que describen cuales son los términos importantes y

como se relacionan entre si (Figura 11).

Imagen

Spot

Pixel

obfiene

focesa

Preprocesamiento

Procesamiento

Extracciéndelntensidades

‘(\
utiliza

utiliza

Investigador

Figura 11 Diagrama que representa los conceptos o clases fundamentales identificadas en el dominio del

problema.
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Se describen brevemente las clases representadas, contribuyendo a esclarecer la terminologia para el

procesamiento y cuantificacién de imagenes.

2.6

1. Investigador: es el especialista del CIGB, encargado de realizar el procesamiento y cuantificacion
de las imagenes de microarray obtenidas en el centro asi como de la interpretacion de sus
resultados.

2. Imagen: matriz de spots que sera seleccionada por el investigador, sobre la que se implementan

los métodos de procesamiento.

3. Spot: conjunto de pixeles que en su totalidad equivalen a la intensidad del spot, ademas

asociado a cada spot se tendra un fondo.

4. Pixel: asociado a un valor de intensidad y su conjunto se hara valido tanto para la imagen, como

para el spot y el fondo que conforman la imagen.

5. Preprocesamiento: conjunto de pasos iniciales para la adquisicibn, muestra y mejoramiento
visual de la imagen, asi como la seleccién de la regién de interés que el investigador desee

procesar.

6. Procesamiento: conjunto de métodos para el procesamiento de la imagen, desde la identificacion

de genes (Grillado y Segmentacién) hasta su cuantificacién (Extraer Intensidades).

7. Extracidndelntensidades: método que halla la intensidad correspondiente al spot y al fondo
circundante, asi como otras medidas de ayuda al investigador, particularmente la informacién que

se genera representa el status del gen en esa imagen o muestra.

Sistema

Con el objetivo de dar solucién a los problemas identificados en las entrevistas con los clientes del CIGB,

se ha registrado un conjunto de requisitos que complementan las definiciones realizadas, inicialmente a

nivel de dominio, y después en el disefio del software. Especificando los requerimientos funcionales y

restricciones que el sistema deba cumplir.

Posterior a la lectura y muestra de la imagen, y a la seleccion de determinada region de interés (puede ser

la imagen completa o parte) para analizar por el investigador; deviene un proceso de analisis de la misma

gue se divide en 3 etapas. En primer lugar se localizan los puntos a partir de los datos segun la imagen

seleccionada, es decir cuantos spots hay, como estan agrupados, separacién teérica entre los centros. A
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continuacion se realiza la segmentacion, que consiste en identificar qué pixeles corresponden a un spot y
qué pixeles son del fondo asociado a ese spot. Por Ultimo y no menos importante, se procede a la
cuantificacién de la imagen, es decir se extraen las intensidades relativas a los spots y al fondo; en este
apartado es importante que el software proporcione varias medidas auxiliares como, la media, mediana y
desviacion de los spots y el fondo. Al final se obtendrd una matriz de intensidades asociada a la imagen

inicial y se podra visualizar una tabla con el conjunto de valores calculados anteriormente.

2.6.1 Requisitos Funcionales

Los requerimientos funcionales son condiciones o facilidades que el sistema debe proporcionar, ligado
fundamentalmente a las actividades automatizar. Por lo que, de conjunto con el cliente se han definido

como requisitos funcionales:
R1. Cargar laimagen.
R1.1 Verificar el formato de la imagen a procesar.
R1.2 Mostrar la imagen seleccionada.
R1.3 Moadificar visualmente la imagen, si lo desea.
R2. Enmarcar la region de interés seleccionada.

R3. Procesar la imagen a través de los tres métodos de procesamiento: grillar, segmentar y extraer

intensidades.
R3.1 Estimar valores evaluados en pixeles.
R4. Analizar el histograma correspondiente a la imagen
R4.1 Verificar el tipo de histograma.
R5. Realizar el grillado de la imagen, es decir, obtener grid de la imagen.
R5.1 Mostrar la imagen grillada.
R6. Realizar la segmentacion de la imagen, identificar pixeles del spot y el fondo asociado.
R6.1 Crear una mascara de spot.
R7. Realizar la segmentacién por umbral, método especifico de segmentacion.

R7.1 Buscar picos en el histograma.
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R7.2 Calcular valor del umbral.

R7.3 Comparar pixeles de la imagen con valor del umbral.

R8. Extraer valores de intensidad asociados a la imagen.

R8.1 Calcular valor de intensidad del spot.

R8.2 Calcula valor de intensidad del fondo, a través del método local background.
R8.3 Hallar medidas auxiliares correspondientes al spot y al fondo.

R9. Mostrar imagen cuantificada.

R9.1 Superponer valores de intensidad del spot a la imagen.

R10. Registrar valores calculados, anteriormente, en una tabla.

R10.1 Mostrar tabla de valores al investigador.

2.6.2 Requisitos no Funcionales

Los requerimientos no funcionales describen las restricciones del sistema o del proceso de desarrollo,
este tipo de requisito al igual que el anterior se infiere por el intercambio con el cliente. De acuerdo a la
aplicacion de escritorio que se desarrolla, para cumplir las necesidades del usuario, y a las diversas

clasificaciones de requisitos no funcionales, se han definido:
e Apariencia o interfaz externa

Se necesita una interfaz amigable, legible, interactiva, facil de usar, profesional, clara y sencilla
(acorde con la apariencia presentada, es decir con los prototipos). La aplicacion de escritorio que se
genera, hara uso de ventanas principales que tendran la informacién suficiente y necesaria para el
investigador, se visualizan las principales imagenes en correspondencia con los métodos de

procesamiento que se implementan.
e Usabilidad

El sistema podra ser usado por aquellos usuarios que posean conocimientos basicos en el
procesamiento y cuantificacion de imagenes, aunque en su primera version esta concebido para que

sea un investigador del centro CIGB el que trabaje con la herramienta.

e Rendimiento
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La herramienta serd capaz de dar respuestas de forma rapida al proceso de cuantificacién de la
imagen. Los calculos que se necesitan para implementar la cuantificacion de los genes deben ser

rapidos y eficientes, dando lugar a medidas numéricas de relevancia para el investigador.
e Soporte

Extensibilidad: El sistema debe permitir la insercion de nuevos modulos con facilidad, sin afectar el

funcionamiento y prestaciones del mismo.

Mantenimiento: El sistema debe estar bien documentado de forma tal que el tiempo de

mantenimiento sea minimo.
Instalacion: La instalacion del sistema debe caracterizarse por su facilidad, claridad y sencillez.

Una vez terminada la aplicacion se instalar4 en el CIGB, luego esta solucion sera extendida al
Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), que de conjunto desarrollan estudios en la

deteccién de enfermedades con implicacion genética.

¢ Portabilidad

El sistema podra ser usado en los sistemas operativos de Windows.
e Politicos-culturales

Algin cambio que se quiera ejecutar, sera a través de la direccién del proyecto del centro (CIGB)
vinculados a este y serd entonces tramitado con la Direccién de Produccién de Software para la

Salud, de la Universidad de la Ciencias Informaticas.
e Confiabilidad

Disponibilidad: El sistema debera estar disponible para ser usado las 24 horas del dia.
Tiempo medio de reparacién: La reparacion del sistema en caso de surgir fallas en el mismo debe

realizarse en el menor tiempo posible.
¢ Ayuda y documentacion

El sistema contard con una ayuda y manual de usuario, donde esté presente la documentacion
basica que posibilite comprender el funcionamiento de la herramienta y las caracteristicas generales

a tener en cuenta para garantizar el uso eficiente del mismo.

e Software
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Windows 2000 o superior.
Framework 2.0 de Visual Studio y MCRInstaller’ de MATLAB deben de instalarse en la maquina

donde se vaya a utilizar la aplicacion.
¢ Hardware

PC compatible con un microprocesador de mas de 1.6 GHz.
Pantalla con una resolucion de al menos 800 x 600.
Como minimo 256MB + RAM.

 Restricciones en el disefio y la implementacion

Lenguaje de programacion a ser usado para la implementacion: C#.
Herramientas de desarrollo;: MATLAB, Visual Studio 2005.
Herramienta CASE: Rational Enterprise Edition 2003.

2.6.3 Actores identificados. Diagrama de Casos de Uso

El actor es una persona o sistema externo que desempefia un rol determinado al interactuar o
relacionarse con el sistema. En el caso particular, se identifica como actor, al investigador del centro

cientifico mencionado, enfocado al trabajo con imagenes de microarray (Tabla 2).

Tabla 2 Breve descripcion del actor del sistema identificado.

Investigador Especialista del CIGB, encargado de seleccionar la imagen a procesar e

interpretar los resultados alcanzados, posteriores al procesamiento vy
cuantificacion de la imagen de microarray elegida.

Los casos de uso identificados y desarrollados a continuacion, completan el diagrama de casos de uso del

sistema (Figura 12).

Casos de uso identificados.

1. CU Cargar Imagen.

" Archivo autoextraible que contiene las librerias de MATLAB.
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CU Seleccionar Region de Interés.
CU Procesar Imagen.

CU Realizar Grillado.

CU Analizar Histograma.

CU Realizar Segmentacion.

CU Segmentar por Umbralizacion.
CU Extraer Intensidades.

© © N o g pr WD

CU Mostrar Imagen Cuantificada.
10. CU Tabular Valores.

i e )
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Figura 12 Diagrama de casos de uso del sistema.

2.6.4 Descripcion textual de Casos de Uso

Segmentar por
Umbralizacion

(from Casos de Usos del Sistema)

La descripcién de casos de uso a continuacidbn expuesta tiene como objetivo, esbozar el flujo de

informacion y especificidades de cada caso de uso de sistema, la realizacion de los mismos es de gran
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importancia para el desarrollo en el flujo de trabajo siguiente, especificamente en la construccion de los

diagramas de interaccion.

Tabla 3 CU-Cargar Imagen.

CuU-1 Cargar imagen

Propésito Permitir al investigador la entrada al sistema de la imagen para cuantificar.

Actores: Investigador (Inicia)

Resumen: El caso de uso se inicia cuando el investigador selecciona en la pestafia Imagen, la opcion
Abrir Imagen y busca la que desea analizar, mostrandose la misma en el monitor para su posterior
andlisis, antes de mostrarla se verifica que el formato de la imagen, sea correcto, por ultimo el
investigador puede adecuar visualmente la imagen a su gusto.

Referencias R1, R1.1, R1.2, R1.3.

Precondiciones

Poscondiciones Se muestra imagen que se va a procesar.

Accion del actor Respuesta del sistema

1-Selecciona imagen que desea analizar, | 1.1-El sistema verifica que el archivo de la imagen
tras haber tomado la opcién Abrir Imagen, | seleccionada tiene como formato JPG o TIFF.
de la pestaia Imagen.

1.2-El sistema muestra imagen seleccionada, en caso de

cumplir con el formato.

2-El investigador mejora calidad visual de | 2.1- El sistema aumenta o disminuye brillo y/o aumenta o
la imagen, mejorando brillo y/o contraste, | disminuye contraste de la imagen.

segun desee.

2.2- El sistema muestra imagen con mejora visual para

posterior procesamiento.

F

ujo alterno del 1.1

1.1- Verifica que el archivo de la imagen no es correcto.

1.2-Muestra mensaje de error «Por favor entre
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correctamente la imagen que desea analizar, cerciérese
del formato». Y regresa para que el investigador

seleccione otra imagen, paso 1.

Prioridad Critico

Tabla 4 CU-Seleccionar Region de Interés.

CU-2 Seleccionar Regién de Interés
Propoésito Permitir al investigador seleccionar el grupo de spots de la imagen que desea
analizar(esta seleccion puede ser la imagen completa)

Actores: Investigador (Inicia)

Resumen: El caso de uso se inicia cuando el investigador selecciona de la imagen mostrada la region

de spots de interés para procesar.

Referencias R2.

Precondiciones El usuario debe visualizar la imagen seleccionada para procesamiento.

Poscondiciones Se tienen las coordenadas de la region(s) seleccionada, que bien pueden ser de
la imagen completa o grupo de spots.

Accion del actor Respuesta del sistema

1-Accede a la opcion Seleccionar Region de | 1.1- El sistema visualiza region enmarcada por el
Interés (pestafia Procesamiento), que facilita | investigador en cuadro de color.
marcar region de spots y desmarcar la

seleccion.
1.2- El sistema permite desmarcar las region de spots no
deseada de la eleccion anterior, visualizando el nuevo
cambio dentro de la imagen y regresa al paso 1.1
1.3-El sistema recoge coordenadas de la regién(s)
seleccionada.

Prioridad Secundario
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Tabla 5 CU-Procesar Imagen.

CU-3 Procesar Imagen
Propésito Permitir al investigador acceder a los métodos necesarios para procesar y
cuantificar las regiones de spots sefialadas en la imagen.

Actores: Investigador (Inicia)

Resumen: El caso de uso se inicia cuando el investigador selecciona la opciéon Procesar Imagen, ahi se
encuentra los métodos por los cuales transita el procesamiento de imagenes, el cual se puede dividir en
3 etapas: grillado, segmentacion y extraer intensidades, en este caso de uso se hallaran valores que
seran la base para céalculos de otros métodos.

Referencias R3, R3.1.

Caso de Uso Realizar Grillado (inclusién).
Caso de Uso Realizar Segmentacion (inclusion).

Caso de Uso Extraer Intensidades (inclusion).

Precondiciones Cuenta con las coordenadas de la region de spots seleccionada en la imagen,

elegida inicialmente.

Poscondiciones Se tiene los valores asociados al spot (tamafio, espacio), se localizan los spots

(grillado y segmentacion) y se resumen intensidades (extraer intensidades).

Accion del actor Respuesta del sistema

1-El  investigador  selecciona  opcion | 1.1-El sistema estima valores, evaluado en pixeles,
Procesar Imagen, de la pestafia | dimensién de parametros como:
Procesamiento. e Tamafo del spot (spot size)
e Espacio entre spot adyacentes (spot spacing)
¢ Distancia entre las regiones de spots (pin x y pin
y)-
1.2- El sistema localiza spots de la imagen Ver Caso de

Uso Realizar Grillado.

1.3-El sistema identifica qué pixeles forman parte del spot
y cual del fondo Ver Caso de Uso Realizar
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Segmentacion.

1.4-El sistema calcula intensidades correspondientes a
los spots de la imagen, ademas de otras medidas

numeéricas Ver Caso de Uso Extraer Intensidades.

Prioridad

Critico

Tabla 6 CU-Realizar Grillado.

CU-5

Realizar Grillado

Propésito

Asignar coordenadas a cada uno de los spots, y visualizar la grid creada, en

correspondencia con la imagen.

Resumen: Posterior a la seleccion de procesamiento de la imagen, el primer método en ejecutarse sera
asignar coordenadas a cada uno de los spots, localizar los puntos y asigharle a cada uno coordenadas,
dicho caso de uso obtiene del CU-Analizar Histograma los elementos para visualizar la grid de la

imagen, como resultado.

Referencias

R5, R5.1, R4, R4.1.

CU Analizar Histograma (inclusion).

Precondiciones

Cuenta con las coordenadas de la region seleccionada.

Poscondiciones

Se muestra la imagen con la grid correspondiente.

Accion del actor

Respuesta del sistema

1.1-El sistema estima las coordenadas de cada uno de los
spots de la regidbn seleccionada, a partir de las
coordenadas de la regibn de interés elegida

anteriormente.

1.2-El sistema accede a Ver Caso de Uso Analizar
Histograma, para poder encerrar cada spot en un espacio

rectangular.

1.3-El sistema muestra al investigador la imagen con la
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grid asociada.

Prioridad

Critico

Tabla 7 CU-Analizar Histograma.

Cu-4

Analizar Histograma

Propésito

Facilitar trabajo del investigador referente a un conjunto de pasos para la
reduccion de ruido y creacion de la grid, de la imagen.

Resumen: Dado que, el histograma representa la distribucién de probabilidad de que un pixel tenga un
nivel de gris; este caso de uso debe realizar un conjunto de pasos (crear histograma, segmentar picos,
localizar centros, divisiones las columnas, etc.) para obtener finalmente los elementos necesarios que

necesita para el posterior trabajo.

Referencias

R4, R4.1.

Precondiciones

Tiene coordenadas de cada uno de los spots de la region de interés

seleccionada.

Poscondiciones

Se conoce el tipo de histograma y los elementos para mostrar la grid de la

imagen.

Accion del actor

Respuesta del sistema

1.1-El sistema crea el histograma de la sefal
correspondiente a la imagen, se tiene en cuenta
coordenadas adquiridas anteriormente en la selecciéon

de spots.

1.2-El sistema estima espacio entre los picos del

histograma de la sefial.

1.3-El sistema decide si el histograma es multimodal o
bimodal; si los spots presentes en la imagen tienen,
aproximadamente, el mismo numero de pixeles que el

fondo y entre ellos tienen niveles de gris proximos, el
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histograma presenta un aspecto bimodal.

1.4-El sistema estima las posiciones de las columnas del
histograma.

1.5-El sistema extrae los centros de las columnas, que

corresponden con los centros horizontales de los spots.

1.6-El sistema determina las divisiones entre los spots,
basicamente los puntos medianos entre los picos
adyacentes del histograma proporcionan localizaciones

del spot en la grid.

1.7-Se traspone la imagen y se hace desde el paso 1.1
(el mismo proceso pero vertical), y se tiene en cuenta

los espacios verticales y horizontales.

Flujo Alterno

1.3-El sistema decide que el histograma presenta
aspecto multimodal, si los spots presentes en la imagen
no tienen, aproximadamente, el mismo numero de

pixeles que el fondo y tienen diferentes niveles de gris

entre ellos y regresa al paso 1.4.

Prioridad Critico

Tabla 8 CU-Realizar Segmentacién.

CU-6 Realizar Segmentacion

Propdésito Clasificar los pixeles en foreground o background.

Resumen: Posterior a la seleccién de procesamiento de la imagen, y después de haber realizado el
grillado de la imagen, se ejecutan procedimientos para discernir entre los pixeles que corresponden al
spot y los que corresponden al fondo, se crea una mascara de spot que agrupa el conjunto de pixeles

donde se encuentra el spot.
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Referencias R6, R6.1, RY.

CU Segmentar por umbralizacién (inclusion).
Precondiciones Muestra la grid correspondiente a la imagen.
Poscondiciones Se tiene una mascara de spots.
Accion del actor Respuesta del sistema

1.1-El sistema implementa un método para separar
los spots del fondo Ver Caso de Uso Segmentar por

Umbralizacion.

1.2-El sistema obtiene los pixeles asociadas a un

nivel de gris en el histograma.

1.3-El sistema produce una mascara de spot, esto se

repite para todos los spots que conforman la imagen.

Prioridad Critico

Tabla 9 CU- Segmentar por Umbralizacién.

CuU-7 Segmentar por umbralizacion

Propdésito Obtener imagen umbralizada, es decir, aquella tiene discernidos que pixeles son
del spot y cuales pertenecen al fondo.

Resumen: Se implementa un algoritmo de umbralizacion, para obtener un umbral de brillo que se
compara con cada uno de los spots, como resultado de dicha comparacion determina que pixel es parte
del spot y cual del fondo, para obtener un umbral correcto se usa el método de segmentacién por

umbralizacién de histograma., es necesario tener en cuenta el tipo de histograma del CU-Analizar

Histograma.
Referencias R7,R7.1, R7.2, R7.3, R4.
Precondiciones Tiene el tipo de histograma (multimodal o bimodal).
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Poscondiciones Se tienen los pixeles asociados al spot y los correspondientes al fondo, es decir

la imagen umbralizada.

Accion del actor Respuesta del sistema

1.1-El sistema realiza una busqueda de picos en el
histograma, en funcién de tipo de histograma (multimodal

0 bimodal).

1.2-El sistema, en caso de que sea bimodal, considera
gue el umbral este en el nivel de gris del histograma que

tiene un valor minimo entre los dos picos.

1.3- El sistema localiza el mayor maximo local del
histograma (correspondera a un maximo de probabilidad

asociado a un spot).

1.4- Se localiza el segundo mayor maximo local del
histograma (maximo de probabilidad asociado a otro spot
o al fondo de la imagen).

1.5- Localiza el minimo local entre ambos méaximos y se

utiliza su valor como valor para el umbral.

1.6-El sistema dado el umbral, halla imagen umbralizada,
para esto recorre todos los pixeles de la imagen; y si su
nivel de gris es mayor que el umbral es parte del spot, si

es menor es parte del fondo.

Flujo Alterno

1.2- En caso de que sea multimodal, considera un
minimo entre cada pareja de maximos, y regresa al paso
1.3.

Prioridad Critico
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Tabla 10 CU-Extraer Intensidad.

CuU-8 Extraer Intensidad

Propésito El investigador puede conocer el valor de las intensidades asociadas a los
spots y al fondo, y de esta forma evaluar la expresién de los genes en la

imagen.

Resumen: Al finalizar todo el proceso de grillado y segmentacion; permite calcular el valor de expresion

del gen, valor de intensidades tanto de fondo como del spot.

Referencias R8, R8.1, R8.2, R8.3.

Precondiciones Se tiene los pixeles del fondo y del spot, asi como la spot mask.

Poscondiciones Valores numéricos correspondientes al fondo y al spot, segln los pixeles
correspondientes.

Accion que inicia Respuesta del sistema

1.1- El sistema mide intensidades del primer spot y
cuantifica valor de la expresion del gen. La técnica de
la medida se puede entonces repetir para todos los
spots.

1.2-El sistema calcula intensidad del spot como la
media de las intensidades de los pixeles dentro del

spot mask.

1.3- El sistema calcula los valores de la intensidad del
fondo circundante al spot (local background, que es la
mediana de los valores de los pixeles de la region
alrededor del spot).

1.4-El sistema quita el fondo de todos los spots, calcula
otra vez y compara las medidas (la intensidad del

fondo alrededor del spot no es cero).
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1.5-El sistema halla valores auxiliares (a partir de los
pixeles que representan los spots (sefial) y su fondo):

e Media del fondo

e Media del spot

¢ Mediana del spot

e Desviacion estandar del spot

e Desviacion estandar del fondo

Prioridad

Critico

Tabla 11 CU-Mostrar Imagen Cuantificada.

CuU-10

Mostrar Imagen Cuantificada

Propésito

Sobreponer niveles cuantitativos de la expresidn sobre la imagen (después de

proceso de seleccidn de spots) para proporcionar el aseguramiento visual.

Resumen: Al finalizar el célculo de valores de intensidades del spot y el background, se muestra la

imagen con los niveles de intensidad de los spots.

Referencias

R9, R9.1, R8, R8.1.

Precondiciones

Tener los valores de intensidad, calculados, correspondientes al spot.

Poscondiciones

cada spot.

Muestra al investigador la imagen con los valores de intensidad asociados a

Accién del actor

Respuesta del sistema

1-El investigador selecciona de la pestafa

Datos la opcién Mostrar Imagen con valores,

1.1-El sistema registra valores de intensidad de cada

spot calculados anteriormente.

1.2- El sistema superpone los valores de intensidad de
los spots a la imagen seleccionada y procesada desde
el principio.

1.3-El sistema muestra la imagen con valores de

intensidad, asociados a cada spot, para aseguramiento

adicional del investigador.
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‘ Prioridad | Secundario |

Tabla 12 CU-Tabular Valores.

CU-11 Tabular Valores
Propoésito Expresar valores de intensidades y otros célculos por medio de una tabla,
facilitando trabajo del investigador.

Actores: Investigador(inicia)

Resumen: Muestra una tabla de valores que recoge las intensidades de cada spot y, las otras medidas
asociadas tanto al spot como al fondo (media, mediana, desviacion).
Referencias R10, R10.1, R8.

Precondiciones Acceder a medidas auxiliares calculadas para el spot y el fondo (media,

mediana y desviacion).

Poscondiciones Muestra tabla de valores asociada a intensidades del spot y otras medidas

anteriormente calculadas.

Accion del actor Respuesta del sistema

1-El investigador selecciona la pestafia | 1.1-El sistema registra los valores de interés para el
Datos, y en esta la opcién Mostrar Tabla de | investigador, y los introduce en una tabla valores
Valores.

1.2-El sistema muestra al investigador tabla de valores

correspondiente a la imagen.

Prioridad Critico

2.7 Conclusiones

En este capitulo se hizo un estudio de las principales actividades que manejan el procesamiento de
imagenes de microarray en el CIGB, las cuales se representan en el modelo de dominio descrito. Se

especifican los procesos que se automatizaran, para procesar y cuantificar la imagen. Se fundamenta la
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propuesta de disefio de una aplicacion que mejore la ejecucion de dichas actividades, derivando como
resultado las actividades a automatizar y el flujo de informacién en cada una de ellas, se define ademas el
actor que interacta con el sistema. Para la realizacién de lo mencionado anteriormente se tuvo en cuenta
las funcionalidades que debe tener el software y la descripcion de cada uno de los casos de uso

identificados.

57

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray



CAPITULO 3 ANALISIS Y DISENO DEL SISTEMA

CAPITULO 3 ANALISIS Y DISENO DEL SISTEMA

3.1 Introduccion

En la realizacion de este capitulo el punto de partida lo constituyd, las especificaciones de los casos de
uso del sistema y los requisitos asociados a estos, tanto para el andlisis como para el disefio;
considerando que los artefactos desarrollados en el andlisis constituyen la entrada esencial para los que
se construyen en el disefio. Se representan la realizacion de casos de uso de ambos flujos de trabajo. Se
describen los patrones a utilizar en el disefio y el estilo arquitecténico propuesto. Segun el ciclo de vida de

RUP, el flujo de trabajo de andlisis y disefio se afianza en la fase de elaboracién (Figura 13).

La propuesta esbozada se corresponde a las necesidades actuales del CIGB en cuanto al procesamiento

de imagenes, sin dejar de ser, lo suficientemente general para adaptarse a requerimientos futuros.

Fases

Conceptualizacion , Elaboracion . Construccion . Transicion
Modelamiento del Negocio A ———
g
Requerimientos _A———_______..________

- )
Analisis y Disefio ¢ ~ L -

-———————————————_

Impimentacién _AL

Instalacion I S S PN

Adm. Configuracién y Cambios e ——— ' N
Administracion del Proyecto et I oot . et W
Ambiente B — - A - S

[teraciones

Figura 13 Representacidn del flujo de trabajo de Andlisis y Disefio durante el ciclo de RUP.
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3.2 Clases del andlisis

Resulta de gran ayuda para la realizacién de estas clases los conceptos o definiciones identificados en el
dominio del problema, asi como la comprension de los requisitos, para trazar una estructura basada en

clases del analisis, sin llegar a precisar como implementar la solucion.

e Clases Interfaz }_Q

Estas clases proveen funcionalidades basicas para interactuar con el sistema, muestran los resultados de
los métodos de Grillado y Extraccion de Intensidad en términos de imégenes e informacion numérica de
valor para el investigador; el nombre de estas clases comienza con las siglas CI, en este caso se
encuentran Cl_Analizarimagen, ClI_MostrarimagenCuantificada y Cl_Tabular Valores.

e Clases Controladora @

Clases encargadas de realizar todos los procesos de busqueda, seleccién, grillado y segmentacion de la
imagen a procesar, asi como, analisis del histograma correspondiente; célculo del umbral y de valores de
intensidad y otras medidas; el nombre de estas clases comienza con las siglas CC, en este caso se
encuentran CC_Gestionarlmagen, CC_AnalizarHistograma, CC_Extraerintensidad, por mencionar

algunas.

» Clases Entidad Q

Principales clases que contiene la informacion necesaria de una imagen, el histograma correspondiente, el
umbral para desarrollar el método de Segmentacion, ademas de los datos de los pixeles asociados al spot
y a su correspondiente fondo, asi como la tabla de valores relativos a la imagen. Este tipo de clase se
comienza con las siglas CE. Por la informacién contenida se menciona, algunas como: CE_histograma,

CE_imagen, CE_tablaimagen.

3.3 Realizacion de Casos de Uso del analisis

Inicialmente una realizacién de caso de uso del andlisis tiene una descripcién textual del flujo de sucesos,
diagramas de clases que muestran sus clases del andlisis y diagramas de interaccién que muestran la

realizacién de un flujo particular del caso de uso en términos de clases y de sus objetos en interaccion.
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¢ Realizacion de CU Cargar_Imagen (Anexo 1).

¢ Realizacion de CU Seleccionar_Region_Interés (Anexo 2).
¢ Realizacion de CU Procesar_Imagen (Anexo 3).

¢ Realizacion de CU Realizar_Grillado (Anexo 4).

¢ Realizacion de CU Realizar_Segmentacion (Anexo 5).

¢ Realizacion de CU Extraer_Intensidad (Anexo 6).

¢ Realizacion de CU Tabular_Valores (Anexo 7).

3.4 Disefio

Para el desarrollo de este flujo de trabajo, se tiene como premisa fundamental la modelacion del sistema,
estructurando la informacion de forma tal, que soporte los requerimientos de mantenimiento, reusabilidad,

escalabilidad y robustez.

Primeramente se identifican los objetos pertinentes, clasificados dentro de las clases en la granularidad
correcta, se definen interfaces y establecen relaciones entre ellos. Luego se organiza la arquitectura del

sistema de manera que contemple las formas de acceder y procesar las imagenes de microarray.

3.4.1 Estilo arquitectonico

Segun la recomendacion de la IEEE-1471 (24) la arquitectura de software se entenderd como «la
organizacién fundamental de un sistema encarnada en sus componentes, las relaciones de los
componentes con cada uno de los otros y con el entorno, y los principios que orientan su disefio y

evolucion».

Dentro de la amplia clasificacion de estilos arquitecténicos utilizaremos arquitectura en capas. Es

relativamente sencillo reconocer por qué interesa una disposicién en capas.

Las ventajas del estilo en capas son obvias. Primero que nada, el estilo soporta un disefio basado en
niveles de abstraccion crecientes, lo cual a su vez permite a los implementadores la particion de un
problema complejo en una secuencia de pasos incrementales. En segundo lugar, el estilo admite muy
naturalmente optimizaciones y refinamientos. En tercer lugar, proporciona amplia reutilizacién. Al igual que
los tipos de datos abstractos, se pueden utilizar diferentes implementaciones o versiones de una misma

capa en la medida que soporten las mismas interfaces de cara a las capas adyacentes. Esto conduce a la
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posibilidad de definir interfaces de capa estandar, a partir de las cuales se pueden construir extensiones o

prestaciones especificas.

Con este antecedente se propone una arquitectura en tres capas (Figura 14), donde cada una se ocupa
de un nivel del problema y debe tener poco acoplamiento con las demas de manera que el cambio en una
capa, no altera en gran medida los cambios en la otra capa. Si se desea en un futuro incorporar una capa
de presentacién distinta, no debe alterar a la Capa Operacional ya desarrollada. En definitiva, cambiar la

implementacion de una capa, debe introducir los minimos efectos en el resto de la aplicacion.

e Capa Presentacion: desarrolla todos los elementos que conforman la interfaz de la aplicacion,
facilitando el desarrollo del sistema y visualizando el resultado del procesamiento de imagenes de
distintos modos, utilizando los componentes que provee el .NET Framework 2.0; estos tienen
correspondencia con funcionalidades de adquisicién y/o visualizaciéon de imagen y datos.

¢ Capa Operacional: encargada de manejar todos los datos del sistema y organizar la légica del
negocio, comprende todas las clases encargadas de realizar los algoritmos y métodos necesarios
para la cuantificaciébn de imagenes, denominadas clases controladoras; aparecen ademas las clases
entidades, que definen algun tipo de informacion perdurable en el marco del procesamiento de

dichas imagenes, esto garantiza el flujo de informacion de una capa a otra.

e Capa de Soporte: de manera general esta es una capa utilitaria, o sea incluye todo lo referente a

librerias, componentes, framework, que den soporte a la Capa Operacional.
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Figura 14 Arquitectura en 3 capas para el procesamiento de imagenes de microarray.

3.4.2 Subsistemas e interfaces

Los subsistemas deben identificarse por los servicios que proporcionan, definiendo una forma coherente
de examinar un aspecto del problema, tal como calcular intensidad o hallar imagen umbralizada. De los

subsistemas descritos que poseen una interfaz, esta se encuentra bien definida con el resto del sistema.

Ajustdndose a esta concepcion el problema general se divide, segun las particularidades del
procesamiento y cuantificacion de imagenes, en varios subsistemas lo que posibilita el desarrollo agil de
cada uno de ellos independientemente. Basado en este criterio quedan definidos cinco subsistemas
relacionados con interfaces y paquetes de complejidad minima. Esta representacion se visualiza en
(Figura 15).
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Figura 15 Representacion de subsistemas e interfaces.

Los subsistemas RealizarGrillado, RealizarSegmentacion y Extraerintensidades, acceden a las
funcionalidades que genera la interfaz IHerramienta en términos de operaciones que se implementan
dentro del subsistema MATLAB. En dependencia del subsistema serd la correspondencia con las
operaciones que implementa la interfaz IHerramienta (que utiliza funciones incorporadas en MATLAB),

ejemplo:
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¢ Subsistema RealizarGrillado accede a la operacién Vectores(), que contiene los elementos para
grillar la imagen, y analizar el histograma. Este subsistema incluye las clases necesarias para que la
interfaz IGrillado genere las operaciones ObtenerCoordenadasSpot(), ObtenerimagenGrillada(), y
GestionarHistograma(). Necesita funcionalidades y resultados de los casos de uso Cargar imagen y
Seleccionar region de interés. De manera general este subsistema inicializa el primer método para
procesar la imagen, estimando valores de lo spots de la imagen y después realizando el grillado de

la misma.

¢ Subsistema RealizarSegmentacion tiene clases asociadas a la obtencion de los pixeles del fondo y
del spot relativo a la imagen, accede a las interfaces de programacion IGrillado e IHerramienta
(especificamente a la operacion Binaria()), pues tienen la informacion necesaria que el subsistema
mencionado necesita para su realizacion. Asociada al subsistema esta la interfaz 1Segmentacion
que implementa las operaciones ImagenUmbralizada() y ObtenerSpotMask(), estas son utilizadas
por el subsistema anterior. El subsistema RealizarSegmentacion es el segundo método de
procesamiento en ejecutarse. De manera general, en este se distinguen los pixeles del spot de los

del fondo de la imagen.

e Subsistema Extraerintensidades accede a las operaciones de la interfaz ISegmentacion,
relacionado ademas con el paquete TabularValores. Contiene las clases para calcular la intensidad
del spot y del fondo correspondiente, asi como otras medidas de valor, para esto es necesario
acceder a los 3 ultimos métodos de la interfaz IHerramienta. De manera general dicho subsistema
conforma el método mas importante, aunque no es posible realizarse sin los anteriores, por los
resultados que se obtienen en cuanto a intensidades y la importancia de estos valores en la

interpretacion que realice el investigador.

El subsistema Gestionarlmagen recoge los casos de uso Cargar Imagen y Seleccionar Regién de Interés,

sus resultados son necesarios para realizar el procesamiento de imagenes de microarray, permitiéndonos

seleccionar determinada imagen y una vez seleccionada, enmarcar la region a procesar en esta.

Se define el paquete TabularValores con el objetivo de separar funcionalidades por cuestiones de

reutilizacion, considerando el mismo como un subproceso que agrupa las clases necesarias para registrar

en una tabla los valores de intensidad obtenidos en el subsistema Extraerintensidades.
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Existe un paquete exclusivo llamado Comun donde se han agrupado todas las clases que son
compartidas por los demas subsistemas, lo que facilita la reutilizacién de estas y proporcionan al disefio

una alta cohesion.

3.4.3 Clases del disefio

Adhiriéndose a la linea definida por el marco arquitecténico y a los principios del buen disefio, se
identificaron un conjunto de clases, procurando que la distribucion de estas clases dentro de los

subsistemas y paquete representados (Figura 15), brinde una solucién 6ptima al problema.
e Interfaces o vistas.

Estas clases contienen los componentes necesarios para construir las vistas que se utilizan para la
entrada de la imagen y para mostrar los resultados, del procesamiento y cuantificacion, en términos
de imagenes o de valores de intensidades asociadas a esta. Los atributos de estas clases son

publicos de manera tal que otras clases puedan acceder a ellos en cualquier momento.
o Gestores

Estas clases contienen la logica del negocio y manejan la mayoria de los algoritmos y operaciones
que se realizan en el sistema para procesar y cuantificar la imagen. Se disefio al menos un gestor
para cada uno de los procesos y subprocesos que se ejecutan en cada subsistema, a partir de la

diversidad de estos.
e Entidades

Estas clases contienen la informacién necesaria del sistema en cuestion, la mayoria realizan
operaciones simples sobre los datos que poseen. En ocasiones se complementan dando cierto nivel

de complejidad en el subsistema correspondiente.

3.4.4 Realizaciones de Casos de Uso del disefio

Se refieren a continuacién las realizaciones de casos de uso mas importantes para la arquitectura del
sistema, sobre la base de que, estas realizaciones establecen una relacién en la que se describe como se
realiza un caso de uso especifico y como se implementa(o ejecuta) en términos de clases de disefio y sus

objetos.

¢ Realizacion de CU Cargarlmagen y Realizacion de CU SeleccionarROI (Anexo 8).
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¢ Realizacion de CU RealizarGrillado (Anexo 9).
¢ Realizacion de CU RealizarSegmentacion (Anexo 10).
¢ Realizacion de CU Extraerintensidades (Anexo 11).

¢ Realizacion de CU TabularValores (Anexo 12).

3.4.5 Patrones de disefio: Singleton

Los patrones de disefio proponen una forma reutilizar la experiencia de los desarrolladores, Christopher
Alexander considera que «Cada patron describe un problema que ocurre una y otra vez en nuestro
entorno, para describir después el nucleo de la solucion a ese problema, de tal manera que esa solucion

pueda ser usada méas de un millén de veces sin hacerlo ni siquiera dos veces de la misma forma» (25).

El Singleton es quizas el mas sencillo de los patrones, también uno de los mas conocidos y utilizados. Su
propésito es asegurar que sélo exista una instancia de una clase y proporciona un punto de acceso global

a esta instancia.

A continuacién se ejemplifica este patron en la clase imagen (Figura 16), pues todo el flujo que se
desarrolla para procesar y cuantificar la imagen de microarray, sera propio de una imagen, es decir no se
modificar4 o analizara mas de una imagen a la vez, aunque esta clase cuenta con otras funcionalidades

gue por el momento no compete su explicacion.

CE_imagen
&farmato : TipoFormato
&imagen : Bitmap
&«staﬁc»» instanciaunica : CE_imagen

CE_imagen()

==static=> Instancial)
Qgetgrupospots)
Qgetimagen)
Vsetimagen)

Figura 16 Representacion del patréon «Singleton» en la clase imagen.
El funcionamiento de este patrén es muy sencillo y se reduce a los siguientes conceptos:

1. Ocultar el constructor de la clase imagen, para que las otras clases que necesiten después de

esta, no puedan crear instancias.
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2. Declarar en la clase imagen una variable miembro privada que contenga la referencia a la instancia

Gnica que se gestiona.

3. Proveer en la clase imagen una funcién o propiedad que brinde acceso a la Unica instancia
gestionada por esta clase, ademas. Las clases que necesitan acceder a la instancia sera a través

de esta funcidn o propiedad.

3.5 Conclusiones

Como resultado de este capitulo se construyd un modelo de andlisis que sirvié de guia para el posterior
modelado del disefio, con los artefactos necesarios para cumplir con algunas de las tareas trazadas
inicialmente. Acorde a la linea de arquitectura definida, se identificaron los subsistemas y las clases
correspondientes, ajustandose ademas el patrén de disefio Singleton a esta propuesta. El mayor peso de
este capitulo recae en el modelo de disefo, caracterizandose el mismo por su adaptabilidad y lograr

conducir a una implementacién satisfactoria del sistema.
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CONCLUSIONES

Como consecuencia del proceso de investigacion-desarrollo vinculado al presente trabajo se logré una
comprension de la situacion problémica existente en el CIGB lo que permitio la obtencion de una
propuesta para su solucién. Llevandose a término las tareas implicitas en los flujos de trabajo definidos,

resultantes del estudio previo, acerca de las metodologias, tendencias y tecnologias a utilizar.

El modelo de dominio descrito y los requerimientos asociados a los casos de uso identificados del sistema
fueron la entrada a la propuesta de disefio, ajustada al estilo arquitecténico y patrones definidos, que se
realizé para satisfacer las necesidades del cliente final en cuanto a: procesar y cuantificar las imagenes de

microarray.

Con los antecedentes mencionados se garantiza que el andlisis y disefio del software para el
procesamiento de imagenes de microarray constituye una guia legible y comprensible para quienes

generan el cédigo, ademas de proporcionar, al CIGB, una imagen completa del software en cuestion.
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RECOMENDACIONES

A partir de las experiencias obtenidas en el desarrollo del trabajo y con vistas de lograr un

aprovechamiento 6ptimo del resultado alcanzado se recomienda:
e Incorporar otras técnicas para la segmentacion de la imagen, ganado en funcionalidad.
e Dar continuidad al modelo propuesto desde la perspectiva de implementacion.

e Tomar como referencia el andlisis del disefio realizado, para aplicar métricas que permitan evaluar
el nivel de calidad de los resultados obtenidos, se exhorta a comenzar por las métricas orientadas

a clases (26).

e Tener en cuenta el uso de software libre para proximos procesos de desarrollo.
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ANEXOS

Anexo 1 CU-Cargar Imagen.

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS
)

-O——0

/"CI Analizarlmagen CC_Gestionarlmagen

{from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)

Investlgador
{from Actors)

| U \/ Q

CI_Abrirlmagen CC_Buscarimagen CE_imagen

(from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)  (from Clases del Analisis)

Anexo 2 CU-Seleccionar Regién de Interés.

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS
(@)

Investigador CI_Analizarimagen CC_Gestionarlmagen CE_imagen

(from Actors) (from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)
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ANEXOS

Anexo 3 CU-Procesar Imagen.

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS

3)
% (Y £ g }. Q
U U 1 n
Ivvestigador ~ Cl_Analizarlimagen  CC_Gestionarimagen ~ CE_imagen CE_spot

(from Actors)  (fom Clases del Analisis)  (from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)
|

CC_Realizar Grillado CC_BExtraerintensidad
(from Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)

CC_Realizar Segmentacion
{from Clases del Analisis)
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Anexo 4 CU-Realizar Grillado.

ANEXOS

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS

(4)

Cl_Analizarlmagen

{from Clases del Analisis)

]
O—Or—0

CC_Realizar Grillado CE_imagen CE_spot

{from Clases del Analisis)  (fom Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)

CC_AnalizarHistograma CE_histograma

{from Clases del Analisis) {from Clases del Analisis)
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Anexo 5 CU-Realizar Segmentacion.

ANEXOS

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS
()

CC_SegmentacionUmbralizacion CC_Realizar Segmentacion

{from Clases del Analisis) {from Clases del Analisis)
CE_umbral CE_histograma
{from Clases del Analisis) {from Clases del Analisis)
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ANEXOS

Anexo 6 CU-Extraer Intensidad.

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS

(6)
"CE pixel
| /_\ 1 (from Clases del Analisis)
R !
Investigador  Cl_MostrarimagenCuantificada CC_Extraerintensidad CE_spot
(from Actors) {from Clases del Analisis) (fom Clases del Analisis) (from Clases del Analisis
1
CE_fondocircundante
CE_tabla-imagen (from Clases del Analisis)

{from Clases del Analisis)
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ANEXOS

Anexo 7 CU-Tabular Valores.

DIAGRAMA DE CLASES DE ANALISIS
(7)

CI_Analizarlmagen\
% (from Clases del Analisis) O \; ;
Investigador ,
CC_Gestionarimagen  CE_tabla-imagen

{from Actors) -
/(fmm Clases del Analisis) (from Clases del Analisis)

Cl_Tabular Valores

(from Clases del Analisis)

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray

77




Anexo 8 Subsistema Gestionarlmagen (representa CU Cargar Imagen y CU Seleccionar ROI).

ANEXOS

DIAGRAMA DE CLASES DE DISENO.

Cl_Analizar_imagen
(from Comin)

_@contraste: trackbar

&biillo : trackbar

Q}MenuCuantiﬁcalma gen : toolStripMenu
menuProcesamiento : menu

& menuDatos : menu

Q}panelTabulawalores : panel

Q}menulmagen . menu

&panelimagen : panel

&menudyuda: menu

&panellmagenCuantificada : panel

(8)

Gestionar_imagen
(from Comin)

®Abrimagen()
MarcarRegion()

®Actualizampanelmagen()
OhejorarBrillof)

OejorarCortraste()
®ActualizampaneMabularval ores()
MostrarDatosValores()
®ActualizampanellmagenCuantific ada()
®Guardarimagen()

CE_Coordenadas

from Comin)

@vector_x : Double
&wector_y : Double

®getcoordenadas()
®CE_Coordenadas()

STabularvalores()
& erificarFormato()
&verificarSeleccionROI)
&PRegistraCoordenadas()

-

CE_imagen
(from Comin)

&formato TipoFormato
&imagen : Bitmap
&«static» instanciaunica : CE_imagen

&PCE_imagen()

S <statics> Instancial)

®getgrupospots()
getimagen()
setimagen()
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Flujo correspondiente CU Cargar Imagen y CU Seleccionar Regién de Interés.

DIAGRAMA DE INTERACCION

(8)
USHERE form : gestimage : img : CE imagen coordenadas :
R Cl Analizar imagen Gestionar_imagen CE Coordenadas
nvestigador : : . :
| Click APrimagen _: apriimagen(Dir:String)
9 : 9 Instancia( )
setimagen(Bitmap) -
i
erificarFormato(String)

e —

Actualizarpanellmagen()

click_Seleccionar Region Intefes

i MarcarRegion(Bitmapl

\/erificarSeIeccionROI(Bitmap )
PR !

Instancia( )

setimagen(Bitmap) |—|

CE_Coordenadas(lfDouble, Double)
Instancia( ) LJ

getimagent ) getcoordenadas( )

:
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Anexo 9 Subsistema RealizarGrillado, representa CU Realizar Grillado.

DIAGRAMA DE CLASES

9)

Cl_Analizar_imagen
(from Comin)

&>contraste : trackbar

‘%brillo : trackbar
Q)MenuCuantiﬁcalmagen : toolStriphenu
& menuProcesamiento : menu

& menuDatos : menu

& panelTabularvalores : panel
t%menulmagen : menu

‘%panellmagen . panel

& menuAyuda : menu

& panellmagenCuantificada : panel

®actualizarpanellmagen()
ShejorarBrillo)

ShejorarContraste()
®ActualizarpanelTabularvalores()
ShostrarDatosValores()
®ActualizarpanellmagenCuantificada()
®Guardarimagen()

1

CE_imagen
(from Comin)

1
Realizar_grillado

&formato : TipoFormato
&imagen : Bitmap
& <<static=> instanciaunica : CE_imagen

®Procesarlmagen()
SMostrarGrid()

—_
-

&PEstimarCoordenadas()

0

CE i
g<<§|§t]iacie>n9nstancia() &PCalcularTamafioSpot() IGrillad
getgrupospots() @ CalcularEspacio/S pot) niasn
: &P CalcularSpot-Ejes()
getimagen() Gesti Hist
= Slimagani 1 estionarHistogramal)
¥Obtenerlmagengrillada()
1 ¥ObtenerCoordenadasSpots()

CE_Histograma

(from Comin)

Analizar_histograma

SCrearHistogramal)

QCE_Histograma()
®getpicoshistogramal)

&picos : Integer ¥erficoTipo()
: : : 1
&tipo : Analizar_histograma @ Traspongo(
EPEstimoEspacios()
Qgettipohistogramaf) &P RemuevoFondo()

@ SegmentoPicos()
@LocalizoCentrosO
@ Divisionescolumnas()

Flujo correspondiente al CU Realizar Grillado.
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DIAGRAMA DE INTERACCION

9)
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Anexo 10 Subsistema RealizarSegmentacion, representa CU Realizar Segmentacion

DIAGRAMA DE CLASES DE DISENO

(10)
Realizar_Segmentacion CIE(;:I"is;SgZil;na
5 icos: Integer
Q®Buscarpicos() @plcog . ;
O QCOmpararHistogramaUmbraIO Stipo : Analizar_histograma
PixelesporNivel() 1 LIS b ohist
IS egmertacion @MaximoLocal() Q%EE Iﬁ?stligcgs%ao
&MinimoL ocal( ‘getﬁicoshistograma()
¥magenUmbralizada() 1 1
0btenerSpothask()
CE_Umbral
&waloumbral : Integer
: Seleccion_umbral()
1 Syetvalorumbral()
CE_Spot SCE_Umbral()

(from Comin)

&-coordenadas : CE_Coordenadas
&fondop : Integer

&spotp : Integer

&spotmask : Realizar_Segmentacion

®Hallarintensidad()
®getspotmask()
®CE_Spot()
®getspotp()
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Flujo correspondiente al CU Realizar Segmentacion.

ANEXOS

DIAGRAMA DE INTERACCION

segmentar :
Realzar Segment.

T

(10)
umbral spot: CE Spot histograma : grillado : matlah :
CE_Umbral CE Histograma IGrillado |[Herramienta
Binatia()

L

CE_Histogramaiinteger, Integer)

[

Buscarpicosthistograma)

gettipohistograma()

Seleccion_umbral()

[

|

i

MinimoLocalthistograma)

MaximoLocal(histograma)

CompararHistogramaUmbral{urabral)

Obtenerlmagenarilladal)

D R T Lo L L

|

OhtenerSpotask()

getSpotmask(spot)

g e ST g e g predive v g s e g e g e lbes g s B sl el

Ll

Anexo 11 Subsistema Extraerintensidades, representa CU Extraer Intensidades.
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ANEXOS

DIAGRAMA DE CLASES DE DISENO
(11)

Cl_Mostrar_lmagen

&intensidad_s : Extraer_intensidad
&imagen : CE_imagen

®0btenerintensidadesSpot()
Oostrarimagenconvalores()

CE_Pixel

(from Comiin)

&vvalor_intensidad : Integer

Sgetvalor intensidad()
QCE_Pixel()

CE_Spot

1
1

(from Comiin)

(& coordenadas : CE_Coordenadas

Extraer_intensidad

&fondop : Integer

&intensidad_s : Integer
&intensidad_f: Integer

&spotp : Integer
& spotmask : Realizar_Segmentacion

h

1

CE_Fond n_circ'unda nte

&fondop : Integer

Calculalntensidadfondo)

®Hallarintensidad()

9CE_Fondo_circundante()
®getfondop()

Calculalntensidadspot() :getspotmasko
SRegistrarvalores() CE_Spot()
& EliminaFondo() Sgetspotp()
1 L :
CE_Tabla_imagen
1 (from TabularValores)

Hallar_otras_Medidas

&media : Integer
median : Integer
& desviastd : string

SCalcularMedial)
CalcularMedianaf)
SCalcularDesviacionStd()

Cl_Analizar_imagen
(from Comin)

&contraste : trackbar

&hrillo - trackbar

&MenuCuantificalmagen : toolStripMenu

& menuProcesamiento : menu

& menuDatos : menu

&panelTabularvalores : panel
menulmagen : menu

&panellmagen : panel

&menuAyuda : menu

&panellmagenCuantificada : panel

®Actualizarpanellimagen()
ShdejorarBrilla()

OhejorarContraste()
®ActualizarpanelTabularvalores()
ShostrarDatosValores()
SActualizarpanellmagenCuantificada()
QGuardarimagen()

1 |&intensidad_s : Integer
&intensidad_f: Integer
&media : Integer
&mediana : Integer

& desviastd : String

‘CE_TabIa_imagenO

Flujo correspondiente al CU Extraer Intensidades.
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ANEXOS

DIAGRAMA DE INTERACCION
(11)
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Anexo 12 Paquete TabularValores, representa CU Tabular Valores.

ANEXOS

DIAGRAMA DE CLASES DE DISENO

Cl_Analizar_imagen
(from Comin)

(& contraste : trackbar

&brillo : trackbar
&MhenuCuantificalmagen : toolStripMenu
&menuProcesamiento : menu
&menuDatos : menu
&panelTabularvalores : panel

& rmenulmagen : menu

&panellmagen : panel

l%menuAyuda : menu
&panellmagenCuantificada : panel

®Actualizarpanelimagen()

Shdejorarbrillof)

Ohejorarcontrastel)

SActualizarpanelTabularvalores()

ShostrarDatosValores()

®ActualizarpanellmagenCuantificada()
Guardarlmagen()

M

1
Tabular _valores

12)
Gestionar_imagen
(from Comin)
®Abridmagen()

®harcarRegion()

®Tabularvalores()
&verificarFormato()
Q\/eriﬁcarSeleccionROIO
& RegistraCoordenadas()

1 1

1

E)intensidad_spot . Integer
&intensidad_fondo : Integer
media_spot : Integer

mediana_spot : Integer 1
desviacion_spot : String

®hiuestraTablal)
®RegistraedidasdeTabla()

CE_Tabla_imagen

&intensidad_s : Integer
&intensidad_f: Integer
& media : Integer

& mediana : Integer

& desviastd String

®CE_Tabla_imagen()
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Flujo correspondiente al CU Tabular Valores.

ANEXOS

DIAGRAMA DE INTERACCION

(12)
5 form : gestimage : tabla : Tabular
usuario : T : x
Cl_Analizar_imagen Gestionar_imagen valores

Investjgadar
i click_Tabla devalores

Tabular\/alores(tabla:CEi_TabIa_imagen)

T T
' '
' '
' '
' '
' i

RegistraMedidasdeTabla(Integer, Integer, Integer, Integer, String)

ActualizarpanelTabularvalores{array)

H

1 MuestraTabla(Integer, Integer, Integer, Integer, String, String)
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GLOSARIO DE TERMINOS

GLOSARIO DE TERMINOS
A

ADN: abreviatura del acido desoxirribonucleico; es el componente quimico primario de los cromosomas y

el material en el que los genes estan codificados.

C

cADN (ADN complementario): ADN sintetizado por transcriptasa inversa utilizando RNA como plantilla.

E

Extraer Intensidad: calcular para cada spot del microarray el valor de intensidad de fluorescencia.

F

Fluorescencia: La fluorescencia es la propiedad de una sustancia para emitir luz cuando es expuesta a

radiaciones del tipo ultravioleta, rayos catédicos o rayos X.

G

Genoma: término que puede ser utilizado en mas de un sentido, en dependencia del contexto, pero se

refiere a todo el material genético de una célula u organismo.

Gen: segmento de ADN que sirve como unidad de informacion hereditaria. Coincide con los spots que

representan la imagen de microarray.

Grillado: es el proceso de asignacion de coordenadas a cada uno de los spots

H

Hibridizacién o hibridacion: se refiere a uno de los tipos mas comunes de técnicas usadas para estudiar el

ADN y el ARN, empleando fragmentos de ADN o sondas de cadena sencilla marcada con una molécula.

88

Software para el Procesamiento de Imégenes de Microarray


http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen

GLOSARIO DE TERMINOS

Imagen de microarray: provee representaciones numeéricas bidimensionales de las intensidades de

fluorescencia. Cada nimero corresponde a la intensidad de un pixel, que conforman la imagen.

M

Microarray: método que permite estudiar cdmo interactllan entre si un gran nimero de genes. Techologia

para investigar los niveles de la expresion de millares de genes simultdneamente.

MRNA(RNA mensajero): plantilla para la sintesis de proteinas. La secuencia del mRNA depende de la

secuencia de una cadena complementaria de ADN.

Micrétomo: es un dispositivo mecanico que permite la elaboracion de cortes finos de muestras (suelen ser

tejidos con patologias) para su observacién al microscopio.

S
Spot: los spots de los microarray son regiones fluorescentes localizadas sobre la superficie del sustrato.

Segmentacion: puede definirse como el proceso de particionar la imagen en diferentes regiones con

diferentes propiedades. Permite clasificar los pixeles en foreground (spot de interés) o backgound (fondo).

SNP(polimorfismo de un solo nucleétido): Posicion de la secuencia de ADN gendmico que varia de un
individuo a otro, es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a un solo nucleétido (adenina (A),

timina (T), citosina (C) o guanina (G)) del genoma.

@)

Oligo: el oligonucledtido es una secuencia corta de cadena Unica de ADN o ARN. Los oligos se usan a

menudo como sondas para detectar ADN o ARN complementario.

P

Pixel: tiene una correspondencia biunivoca con una pequefia porcién cuadrada de la imagen, es

facilmente visible si la imagen es ampliada en la pantalla de una computadora.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://es.wikipedia.org/wiki/Timina
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
http://es.wikipedia.org/wiki/Guanina

GLOSARIO DE TERMINOS

Procesamiento: el objetivo es extraer, para cada spot fijado en el microarray, una medida de su intensidad;
el procesamiento de imagenes de microarray se puede dividir en 3 tareas Grillado, Segmentacion, Extraer

Intensidades.

Proteina: una molécula compuesta por una o mas cadenas de aminoacidos. Las proteinas desempefian

actividades vitales en la célula.

PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa): es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es

obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular, a partir de un minimo.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN

