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RESUMEN
La investigacion previamente desarrollada como tesis de grado de la ingeniera Yenisbel Valle Garrido

centr6 su atencién en mejorar la eficiencia del procesamiento y cuantificacion de imagenes de
microarray en Cuba. Esta necesidad dio paso a la implementaciéon de una aplicacion 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 y que constituy6 el
objetivo fundamental de este trabajo. Se realizé un analisis critico de los procesos de filtrado y
procesamiento de imagenes digitales a usar, se fundamentan los conocimientos biol6gicos vy
matematicos necesarios, y a partir de un disefio previamente realizado se implementa una propuesta
de software, logrando que cumpla todos los requisitos funcionales y posea una interfaz grafica

amigable.

PALABRAS CLAVE: Microarray, Spot, Imagenes, Bioinformatica, Cuantificaciéon
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GLOSARIO DE TERMINOS



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 biolégicas 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 informacion 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 relacion gen-enfermedad no esta basado en analizar un gen Unico y sus efectos, sino en
analizar el comportamiento de miles de genes de forma simultanea. Estos sistemas, denominados
genéricamente como matrices, microarray o 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 expresidn 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 implicacidon genética
en la poblacion 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.[1]

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

nuevos requerimientos, evidenciandose en:



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

e Los resultados obtenidos deben ser organizados manualmente.

e Referente a la alineaciébn de spots, el software exhibe una cierta distorsion geomeétrica,

acarreando errores en los valores de intensidad asociados a los spots.

Basados en las contradicciones planteadas y debido a que existe una tesis de grado que constituyé
analisis y disefio de una solucién similar surge ahora la necesidad de implementar una aplicacion
informatica que cumpla con las especificaciones contenidas en dicho documento. El software estara
condicionado por el problema cientifico: ¢Como procesar y cuantificar imagenes de microarray en

Cuba?

Se desea obtener un software de sello nacional, que beneficie los intereses de nuestro Pais lo cual

contribuird al estudio de la dotacion genética para prevenir enfermedades de bases moleculares.

Esta investigacion comprende como objeto de estudio el procesamiento y andlisis asistido por
computadora de imagenes de microarray, cuyo campo de accién esta enfocado al procesamiento y

cuantificacion asistido por computadora de la expresion genética en imagenes de microarray. [1]

Desde el inicio del proyecto se trazaron pautas que permitieran darle cumplimiento de manera
eficiente, identificAndose como objetivo general, Implementar una aplicacion informética para procesar

y cuantificar imagenes microarray. En correspondencia, se han desglosado los objetivos especificos

siguientes:

o Actualizar el disefio previamente realizado.

o Implementar funcionalidades que permitan el procesamiento y cuantificacion de imagenes
microarray.

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

mismos:

o Revision del estado del arte del procesamiento de imagenes microarray.

) Revision del disefio previo realizado.



) Adaptacioén del disefio a las nuevas condiciones de la implementacion del software.

o Construccion de los artefactos propios de la implementacion, que comprendan el

procesamiento y cuantificacién de imagenes.

o Implementacion de una funcionalidad que permita cargar una imagen.

o Implementacion de un algoritmo que permita grillar una imagen.

o Implementacion de un algoritmo que permita crear una imagen binaria.

o Implementacion de un algoritmo que permita extraer valores de intensidades de los pixeles.

Implementacién de una funcionalidad que permita mostrar los resultados obtenidos.
El presente trabajo cuenta de tres capitulos estructurados de la siguiente forma:

Capitulo 1 — Fundamentacion tedrica

e Incluye una explicacién de las técnicas, algoritmos y metodologias en la que se basé la

investigacion para darle solucion al problema.
Capitulo 2 - Disefio
¢ Refinamiento del disefio previamente realizado.
Capitulo 3 - Implementacion

+—Construccion-de-los-componentes-y clases necesarias, descripcion-de-los-diagramas que-se
generan propios de la implementacion asi como el tratamiento de errores, interfaz y la

concepcion de la ayuda.

CAPITULO 1: FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. Introduccidn
Con la revolucion tecnologica ocurrida en las Ultimas décadas en el campo de la informética y la

biomedicina se ha conformado la bioinformética como resultado del punto de encuentro de estas dos



ciencias en su acelerado avance. 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. Se usa el
poder de calculo y de almacenamiento de informacion de las computadoras para analizar y procesar el
alud de informaciéon que generan las investigaciones genéticas modernas representando un gran

avance en cuanto al tiempo empleado en conocer la identidad de nuestros genes. [1]

1.2. Caracteristicas y evolucion del microarray.
La investigacion microbiolégica a nivel molecular esta viviendo un cambio espectacular en los Ultimos

afios, fundamentado en tres grandes descubrimientos. El primero de estos tuvo lugar en la década de
los 60’s cuando se comienza a incursionar en la inmovilizacién de proteinas, posteriormente en la
década de los 70's se logra la inmovilizacion de acidos nucleicos y posteriormente en la década de los
80's y 90’s surgen los microarray (Fig. 1.1). En apenas una década se ha pasado de trabajos basados
en el estudio de uno o unos pocos genes al analisis de los genomas en su totalidad. Desde que en
1995 se publicara el primer genoma completo de un ser vivo, Haemophilus influenzae, ya se han
descrito unos 145 genomas completos (incluyendo los de 19 organismos eucariotas como el hombre o
el ratén) y aproximadamente 600 estan siendo secuenciados en la actualidad. En este sentido, se
estdn desarrollando nuevas tecnologias para trabajar con las grandes cantidades de datos que
generalmente se obtienen en el proceso de analisis de un genoma. La técnica de Microarray de ADN
(MAs) esta atrayendo un gran interés ya que permite monitorizar la actividad de un genoma completo
mediante un simple experimento. Ademas, cada uno de estos experimentos con MAs puede suponer el
manejo desde cientos hasta decenas de miles de genes, normalmente con decenas de muestras por

gen. [2]

ANO TECNICA

Inmovilizacién
de Proteinas

Inmovilizacién de

1970s Acidos nucleicos
1980°s

Y BIOCHIPS
193807s

Figura 1.1. Evolucién de la técnica microarray.



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 (Fig. 1.2). En la practica, los
microarray abarcan una amplia gama que puede tener diferentes soportes (membrana o vidrio) y

diferentes moléculas que interaccionan en este medio. [1]

Figura 1.2. Imagen de microarray en un soporte de vidrio.

1.2.2. Construccion y funcionamiento de un microarray
La construccién de un microarray consiste en colocar en el mismo, cada uno de los genes cuyos

niveles de expresion pueden ser cuantificados. Para ello se realizan cuatro procesos, proceso de la
muestra, proceso del chip, proceso del chip con la muestra, y proceso de revelado, en el primer
proceso se sintetiza (extraccion-purificacién, amplificacion y marcaje) el material genético, en el
segundo proceso se disefia y fabrica una capa de cristal, silicio o plastico, la cual presenta casillas que
actian a modo de tubo de ensayo. En el tercer proceso se hibrida, es decir, se insertan las muestras
de material genético en las casillas previamente dichas y se eliminan todas las cadenas que no se han
unido mediante lavados, s6lo las moléculas que hibridan permaneceran en el microarray (Fig. 1.3),
finalmente en el cuarto proceso se procede al revelado mediante un escéaner Optico o con microscopia
laser confocal. Luego, la imagen obtenida es procesada computacionalmente y se alcanza un patrén

de intensidades en cada casilla.



En los estudios de microarray sélo habré fluorescencia en los puntos del portaobjetos donde haya
ocurrido hibridizaciéon y la intensidad de la fluorescencia detectada serd proporcional al nivel de
expresion del gen que se analiza. [1]

mr-:-’.‘}‘,. ".'. , :
iy Extraccion
\ / Disefio | purificacion

oy
SRR &

i

[ Procesa detapanesen |

| Procesa del chip |

L?m:e:o chip + muestra |

Figura 1.3. Representacion de experimento basico de microarray.

1.2.3. ¢Qué tipo de microarray existen?
Para poder clasificar los microarray 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 microarray segun las sondas utilizadas que abarcan metodologias muy
variadas, desde los mas rudimentarios hasta los mas sofisticados, algunos ejemplos de los tipos mas

comunes son:

e Microarray 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 aun de colorantes fluorescente que

permitan cuantificar eficientemente a estas moléculas.
e Microarray de tejidos (TMA)

Esta técnica trata de resolver uno de los problemas principales y limitantes en el andlisis 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 micrétomo entre 100-500
veces y se reordenan sobre portaobjetos de vidrio donde se realizaran pruebas multiples a nivel ADN,

ARN y proteinas. Es una técnica costosa y poco practica si se necesitan resultados inmediatos.
e Microarray 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 estan desarrollando otras enfermedades. Desde un punto
de vista de longitud de la sonda usada, hay 2 tipos de microarray de ADN: microarray de cADN que

presenta sondas de cientos de bases y de oligonucleétidos con sondas de 20-25 bases o 50-80.
+—Microarray de-oligonucledtidos

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

utilizar un chip.

e Microarray de cADN



En este tipo de microarray se hibrida el cADN (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. [1]
En el CIGB el microarray de ADN es la técnica usada actualmente.

1.2.4. Aplicaciones de los microarray
Las aplicaciones de esta tecnologia fundamentalmente se localizan en el &rea biomédica, farmacéutica

y clinica. Esta capacidad de andlisis masivo y simultaneo 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 visién 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 patolégico.

Los microarray se han aplicado al estudio de casi cualquier tipo de problema biol6gico, esto se
evidencia en estudios de genes que se expresan diferencialmente y la blusqueda de terapias mas

efectivas contra el cancer. Los estudios se realizan segun las condiciones siguientes:
e Sanos/enfermos, tratados/no tratados.
e Clasificacion molecular en enfermedades complejas.
¢ Identificacion de genes caracteristicos de una patologia.
e Prediccion de respuesta a un tratamiento.
¢ Deteccion de mutaciones y polimorfismos de un Gnico gen (SNP).

Actualmente, la aplicacion mas frecuente de los microarray es en el andlisis genético, pero en un futuro

proximo sus aplicaciones serdn mucho mas amplias. [1]



1.2.5. Aplicaciones informaticas existentes para el andalisis de imagenes de microarray

En la actualidad existe una gran variedad de soluciones informaticas destinadas al analisis de
imagenes de microarray, ejemplo de esto son QuantArray 4.0 y Imagene 8.0. Estos softwares cumplen
con los requerimientos necesarios para el procesamiento y cuantificacién de las imagenes pero no es
posible su adquisicién debido a sus altos costos y la negativa de venta a nuestro pais por las
companiias distribuidoras debido al bloqueo econémico impuesto por los Estados Unidos de América.
Ademas, ya existe un antecedente en el que un software libre fue adquirido por una compafia

transnacional.
1.2.5.1. QuantArray

QuantArray es un software desarrollado por Packard BioScence el cual se destaca por su gran
capacidad de acoplarse a los distintos equipos utilizados para el proceso de obtencion de la imagen,
permitiendo hacer todo el procesamiento con un solo click, presenta una gran automatizacién en el
proceso de grillado de la imagen, eliminando la necesidad de definir o editar manualmente las grillas, lo
que influye en la velocidad de obtencién de resultados, posee tres métodos de segmentacion, los
cuales son: segmentacién por histograma, circulo variable y circulo fijo. El proceso de cuantificacién de
los resultados es completamente automético. EI mayor inconveniente de este software es el alto

precio de su licencia. [3]
1.2.5.2. Imagene

Imagene es un software desarrollado por BioDiscovery, este software se destaca por estar
desarrollado para varios sitemas operativos (Mac, Windows y Linux). Presenta una gran
automatizacion en el proceso de grillado de la imagen, eliminando la necesidad de definir o editar
manualmente las grillas lo cual influye en la velocidad de obtencion de resultados, los métodos de
segmentacion que presenta son completamente desarrollados segmentacion por histograma, circulo
variable, circulo fijo y forma variable. El proceso de cuantificacién de los resultados es completamente
automatico. Los mayores inconvenientes de este software son su elevado costo de adquisicion, asi

como, sus altos requerimientos. [4]

1.3. Imégenes digitales de un microarray
Una vez que se ha concluido la hibridacion en un experimento de microarray el paso siguiente

consiste en obtener una imagen digital que representa las intensidades de expresion de cada uno de

los puntos (spots).



Una imagen digital en escala de grises es un matriz de MxN elementos numeéricos cuyos valores
posibles van del 0 (negro) al 255 (blanco), siendo este numero la intensidad luminosa en el
determinado punto o pixel (picture element), por convencion el origen de la imagen se encuentra en el

extremo izquierdo superior.

Una imagen digital a colores esta formada por 3 matrices de MxN elementos numéricos cuyos valores
posibles van del 0 (negro) al 255 (blanco), siendo este numero la intensidad luminosa en cada una de
las bandas espectrales del RGB (Rojo, Verde, Azul), de cada punto o pixel, a diferencia de las
imagenes en escala de grises, las imagenes a color requieren de la combinacion de las 3 bandas de

color, para representar el color de un pixel.

Por ejemplo, un determinado punto blanco de una imagen en escala de grises se describiria: P(X, y) =
255, sin embargo en una imagen a colores para describir el color del mismo punto se realizaria asi:
P(x, y) = (255, 255, 255), esto debido a que el (0, 0, 0) corresponde al negro absoluto y el (255, 255,
255) al blanco absoluto). [2]

En el caso de nuestro pais las imagenes que se van a generar estan expresadas en tonos de grises

por la naturaleza del equipamiento con que cuentan nuestros polos cientificos.

1.4. Tratamiento de imagenes. Procesamiento de imagenes de microarray
El tratamiento digital de imagenes comprende el procesamiento y el analisis de las mismas. El

procesamiento esté referido a la realizacion de transformaciones, la restauracion y el mejoramiento de
las imagenes. El andlisis consiste en la extraccion de propiedades y caracteristicas de las imagenes
asi como la clasificacién, identificacion y reconocimiento de patrones. La importancia del

procesamiento y analisis digital de imagenes se encuentra en el:

o Desarrollo de aplicaciones en biologia y medicina de gran impacto social. El bidlogo molecular

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

o Aumento del volumen de informacion para el procesamiento digital y analisis de imagenes con

amplia repercusion social (TV, video, medicina, biologia, geologia, etc.). [2]

1.4.1. Métodos de procesamiento
El procesamiento de las imagenes escaneadas de microarray puede ser dividido en tres tareas:



) Grillado: es el proceso de asignaciéon de coordenadas a cada uno de los spots.
o Segmentacion: clasifica los pixeles pertenecientes a los spots y los pertenecientes al fondo.
o Extraccion de la intensidad: calcular para cada Spot un coeficiente de intensidad.

1.4.1.1. Grillado
La estructura basica de la imagen esta determinada por la construccién del microarray. Refiriéndose a

la cantidad de filas y columnas que tiene la matriz de spots (grid), asi como en cada subregién de la
grid (subgrid). Para extraer las caracteristicas de la grid, el software requiere de la informacion

siguiente:
1. Cuantas subgrids tiene el arreglo en cada direccién (x e y).
2. Cuantos spots hay por subgrids en cada direccion (x e y).
3. Espaciado entre las filas y las columnas de la grid.

1.4.1.2. 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
gue 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.

Los métodos de segmentacién pueden clasificarse en:
e Circulo fijo.
e Circulo variable.
e Forma variable.
e Histograma (basada en el umbral).

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

microarray, tiende a dar resultados imprecisos.

Segmentacion con circulos de tamafo variable: En este tipo de segmentacion, el diametro del
circulo es estimado en forma separada para cada spot. Algunos software proveen la opcion 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 mas simples para la segmentacion; usado para extraer regiones de la imagen que
estan conectadas segun cierto criterio predefinido. Este criterio puede estar basado en informacién 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 regién segmentada. Este método es poco implementado debido a
su complejidad computacional, ademas la intervencion del usuario en el proceso de seleccion 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
absorcién 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 brillo3 que separe el spot

del fondo.

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

1 fix,y}=T

H{xl }'} - {ﬂ f[x J',.} < T

Algoritmo de umbralizacién: 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 umbralizacion es réapida

computacionalmente.

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



La seleccion del umbral correcto es crucial en el proceso de segmentacion por umbralizacion. La
seleccién del umbral puede ser interactiva o puede ser el resultado de algin método de deteccion de
umbral, el que se explica a continuacion es el seleccionado para el desarrollo de la aplicacién, no

obstante se hace mencién de otras elecciones de umbral:
e Segmentacion umbralizacion p-cubrimiento.
e Segmentacion por umbralizacion de histograma.
e Segmentacion umbralizacién éptima.
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 que un objeto tiene un rango de variacién en la propiedad pequefio, es légico 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 méaximo local del
histograma. A continuacién se localiza el segundo mayor maximo local del histograma. Por ultimo, se

localiza el minimo local entre ambos maximos y se utiliza su valor como valor para el umbral. [2]
En el trabajo se hara uso de la segmentacion por umbral.

1.4.1.3. Extraccion de la intensidad
A partir de los pixeles que representan los spots y su fondo, los softwares de procesamiento de

imagenes deben calcular medidas numéricas para cada parte. A continuacion describimos las medidas

incluidas en ellos.
1. Media de la spot: media de las intensidades los pixeles que constituyen el spot.

2. Marca (flag), indica la calidad del spot.



La medida méas importante es la intensidad del spot que puede elegirse entre la media y la mediana,
pero esta uUltima es la mas recomendable. Intensidad del spot: cada valor de pixel en una imagen
escaneada representa el nivel de hibridacién en una posicién 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 mediana de las intensidades de los pixeles dentro

del spot mask.

1.5. Importancia del procesamiento y cuantificacién de imagenes de microarray
Los programas ArrayVision [1], Spotfinder [5], ScanAlyze [6], sirvieron como precedentes para el

desarrollo de una aplicacion propia, la cual permita de manera eficiente el procesamiento de toda
informacién procedente de la investigacion bioldgica plasmada en una imagen de microarray, asi como
la cuantificacion rapida y automatica de las imagenes mediante diferentes funciones matematicas,
métodos de analisis 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 de microarray ofrece una vision
mas global del estudio de los genes y ademds 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]

1.6. Lenguajes de programacion
En esta seccion se especifican las caracteristicas mas significativas de los lenguajes de programacion

C++, C# y Java. Luego se fundamenta la eleccion de Java como lenguaje a utilizar para generar los

artefactos software durante esta investigacion.

1.6.1. Lenguaje de programacién C++
C++ es un lenguaje de programacion de propdsito general inspirado en los lenguajes C y Simula67.

Este lenguaje fue inventado por Bjarne Stroustrup en el afio 1979 e inicialmente fue llamado “C with
classes”. El nombre actual, C++, fue adoptado en el afio 1983 con el objetivo de indicar que el lenguaje

era un “C mejorado”. [3]

El lenguaje C++ soporta varios estilos de programacion (e.g. procedural, orientado a objetos) e intenta
ser tan eficiente y portable como lo es el lenguaje C. Ademds, permite la sobrecarga de los

operadores, el trabajo con punteros, las directivas del preprocesador y los tipos genéricos, entre otras



funcionalidades. Por otro lado, el lenguaje soporta plenamente el polimorfismo y la herencia,
destacéndose la existencia de la herencia multiple.

El lenguaje C++ es utilizado para desarrollar, practicamente, sistemas de cualquier tipo (e.g. sistemas
operativos, sistemas incrustados, aplicaciones). Algunos de ellos son los sistemas operativos Unix,
Linux y Windows, los juegos Quake y Starcraft, y el programa de edicion grafica Photoshop. La
principal dificultad que se encontré en este lenguaje es su portabilidad debido a que no puede generar

ejecutables multiplataforma. [7]

1.6.2. Lenguaje de programacion C#
C# es un lenguaje de programacién orientado a objetos desarrollado por la compafiia Microsoft como

parte de la plataforma .NET. Su desarrollo fue guiado por Anders Hejlsberg y esta basado en los

lenguajes Delphi, Visual Basic, C++ y Java, entre otros.

El lenguaje C# ha sido disefiado para ser robusto, moderno y sencillo. El mismo promueve las
practicas sanas de programacion (e.g. chequeo de tipos) y las reglas de globalizacion. En este
lenguaje no existe el nivel de visibilidad global ni la herencia mdltiple. Por otro lado, los punteros solo
pueden ser utilizados en contextos no manejados y la memoria manejada no puede ser liberada
explicitamente, ademas presenta un mecanismo robusto para el tratamiento de errores. Se destaca la
existencia de tipos genéricos, la naturaleza compilado-interpretado del cédigo del lenguaje (el codigo
es llevado a una interfaz comun del lenguaje (CLI) que luego es interpretado por el framework.net ).

El lenguaje de programacion C# es utilizado para desarrollar sistemas de gran diversidad. Sobresalen
entre ellos las aplicaciones web, las aplicaciones de escritorio y los componentes reutilizables (toolkits
y frameworks). La principal dificultad que presenta este lenguaje es que no es multiplataforma y no
presenta para Linux un IDE de desarrollo aun lo suficientemente confiable para desarrollar aplicaciones

robustas. 8]

1.6.3. Lenguaje de programacion Java
Java es un lenguaje de programaciéon de propésito general creado en la compafiia Sun Microsystems y

tiene su antecedente en el lenguaje “Oak”. Este Ultimo se comenzo a desarrollar en 1990 por James
Gosling y Bill Jay, entre otros, con el objetivo de desarrollar sistemas incrustados. Sin embargo, en
1993, ante la explosion de las aplicaciones de Internet y el escaso mercado para los sistemas
incrustados, el grupo decidié enfocar el lenguaje “Oak” hacia el desarrollo de sistemas distribuidos y

sustituir el nombre “Oak” por la cadena “Java’.



El lenguaje Java es orientado a objetos y robusto. Entre sus caracteristicas sobresalen, la ausencia de
los punteros (la memoria es manejada automaticamente) y de las directivas del preprocesador, el
soporte para la programacion asincrénica y la utilizacion del enlace dinamico. Ademas, se destaca la
naturaleza compilado-interpretado del codigo del lenguaje (el cédigo Java es compilado a bytecodes y
luego es interpretado por una maquina virtual). Este lenguaje oferta, también, un mecanismo robusto

de manejo de excepciones. Tiene como caracteristica que no permite la herencia mdltiple.

Java se ha desarrollado unido a Internet. Es por ello que el lenguaje es utilizado, ampliamente, en el
desarrollo de sistemas distribuidos (e.g. sistemas de gestion, aplicaciones web). Ademas, durante los

ultimos afios, el lenguaje se ha utilizado crecientemente en el desarrollo de sistemas incrustados. [9]

1.6.4. Fundamentacion de la eleccion
Debido a que este proyecto pertenece al polo de Bioinformatica y es un estandar o paradigma del polo

el desarrollo de software libre utilizando el sistema operativo Linux, ademas la potencia de las librerias
JAl (Java Advance Imaging) de Sun para el procesamiento de imagenes, asi como la posibilidad de
crear un software multiplataforma bajo el Java Runtime 6.0, se seleccioné Java como el lenguaje

indicado para la implementacién de este proyecto.

1.7. Herramientas utilizadas.
En esta seccion se describen las principales caracteristicas de las herramientas Visual Paradigm for

UML 6.0 y NetBeans IDE 6.0.

1.7.1. Visual Paradigm for UML 6.0
Visual Paradigm para UML es una herramienta UML profesional que soporta el ciclo de vida completo

del desarrollo de software: analisis y disefio orientados a objetos, construccién, pruebas y despliegue.
El software de modelado UML ayuda a una mas rapida construccion de aplicaciones de calidad,
mejores y a un menor coste. Permite dibujar todos los tipos de diagramas de clases, codigo inverso,
generar codigo desde diagramas y generar documentacion. La herramienta UML CASE también

proporciona abundantes tutoriales de UML, demostraciones interactivas de UML y proyectos UML.
Lista de caracteristicas:

» Soporte de UML version 2.1.

» Diagramas de Procesos de Negocio - Proceso, Decision, Actor de negocio, Documento

» Modelado colaborativo con CVS y Subversion.



Interoperabilidad con modelos UML2 (metamodelos UML 2.x para plataforma Eclipse) a través
de XMl.

Ingenieria de ida y vuelta.

Ingenieria inversa - Cédigo a modelo, codigo a diagrama.

Ingenieria inversa Java, C++, Esquemas XML, XML,.NET exe/dll, CORBA IDL
Generacion de cédigo - Modelo a cédigo, diagrama a cédigo.

Editor de Detalles de Casos de Uso - Entorno todo-en-uno para la especificacion de los detalles
de los casos de uso, incluyendo la especificaciéon del modelo general y de las descripciones de

los casos de uso
Diagramas EJB - Visualizacion de sistemas EJB.

Generacion de cédigo y despliegue de EJB’s - Generacion de beans para el desarrollo y

despliegue de aplicaciones.
Diagramas de flujo de datos.
Soporte ORM - Generacién de objetos Java desde la base de datos.

Generacion de bases de datos - Transformacion de diagramas de Entidad-Relacion en tablas

de base de datos.

Ingenieria inversa de bases de datos - Desde Sistemas Gestores de Bases de Datos (DBMS)

existentes a diagramas de Entidad-Relacion.
Generador de informes para generacion de documentacion.

Distribucion automética de diagramas - Reorganizacién de las figuras y conectores de los
diagramas UML.

Importacion y exportacion de ficheros XMI.

Integracion con Visio - Dibujo de diagramas UML con plantillas (stencils) de MS Visio.



> Editor de figuras.

1.7.2. NetBeans IDE 6.0
NetBeans se refiere a una plataforma para el desarrollo de aplicaciones de escritorio usando Java y a

un entorno de desarrollo integrado (IDE) desarrollado usando la Plataforma NetBeans.

La plataforma NetBeans permite que las aplicaciones sean desarrolladas a partir de un conjunto de
componentes de software llamados médulos. Un médulo es un archivo Java que contiene clases de
java escritas para interactuar con las APIs de NetBeans y un archivo especial (manifest file) que lo
identifica como mdédulo. Las aplicaciones construidas a partir de médulos pueden ser extendidas
agregandole nuevos moédulos. Debido a que los modulos pueden ser desarrollados
independientemente, las aplicaciones basadas en la plataforma NetBeans pueden ser extendidas

facilmente por otros desarrolladores de software.

NetBeans es un proyecto de codigo abierto de gran éxito con una gran base de usuarios, una
comunidad en constante crecimiento, y con cerca de 100 socios en todo el mundo. Sun MicroSystems
fundé el proyecto de cédigo abierto NetBeans en junio 2000 y continla siendo el patrocinador principal

de los proyectos.

Dicha plataforma es una base modular y extensible usada como una estructura de integracion para
crear aplicaciones de escritorio grandes. Empresas independientes asociadas, especializadas en
desarrollo de software, proporcionan extensiones adicionales que se integran facilmente en la

plataforma y que pueden también utilizarse para desarrollar sus propias herramientas y soluciones.

La plataforma ofrece servicios comunes a las aplicaciones de escritorio, permitiéndole al desarrollador

enfocarse en la logica especifica de su aplicacién. Entre las caracteristicas de la plataforma estan:

o Administracion de las interfaces de usuario (ej. menus y barras de herramientas).

o Administracion de las configuraciones del usuario.

o Administracion del almacenamiento (guardando y cargando cualquier tipo de dato).
o Administracion de ventanas.

) Framework basado en asistentes (dialogos paso a paso).



1.8. Conclusiones
En este capitulo se abordaron los métodos y conceptos basicos de procesamiento de imagenes

microarray, se justificd la utilizacion del lenguaje Java y UML asi como el uso de las herramientas
NetBeans IDE 6.0 y Visual Paradigm for UML 6.0 y sus caracteristicas mas significativas que

justificaron su eleccion.



CAPITULO 2: Disefio

2.1. Introduccién
Debido al cambio de plataforma donde se va a desarrollar el proyecto se hace necesario redefinir

algunos aspectos del flujo de trabajo Disefio realizado anteriormente en la tesis de grado “Software
Procesamiento de Imagenes de Microarray” de Yenisbel Valle Garrido, dado que en un inicio este fue
concebido para el sistema operativo Windows, usando Matlab y Visual Studio.NET como herramientas
de desarrollo y C# como lenguaje de programacion. Teniendo en cuenta la necesidad de llevar el
proyecto a software libre se decidié6 implementarlo sobre Linux, usando Java como lenguaje de

programacion y NetBeans como herramientas de desarrollo.

Para el desarrollo del flujo de trabajo Disefio, se tuvo como premisa fundamental la modelacién del
sistema, estructurando la informacién de forma tal, que soporte los requerimientos de mantenimiento,
reusabilidad, escalabilidad y robustez. Primeramente se identificaron los objetos pertinentes,
clasificados dentro de las clases en la granularidad correcta, se definen interfaces y establecen
relaciones entre ellos. Luego se organizo la arquitectura del sistema de manera que contemplara las

formas de acceder y procesar las imagenes de microarray.

2.2. Estilo arquitectonico
La arquitectura de software se entiende como «la organizacion 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 evolucions.

Dentro de la amplia clasificacién de estilos arquitectonicos se utiliz6 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 reutilizacion. 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 posibilidad de definir interfaces de capa estandar, a partir de las cuales se pueden

construir extensiones o prestaciones especificas. [1]



Con este antecedente se propone una arquitectura en tres capas (Fig. 2.1), 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 presentacion 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.

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 Java Runtime Environment; estos
tienen correspondencia con funcionalidades de adquisicion y/o visualizacion de imagenes y

datos.

Capa Operacional: encargada de manejar todos los datos del sistema y organizar la l6gica del
negocio, comprende todas las clases encargadas de realizar los algoritmos y métodos
necesarios para la cuantificacion de imagenes, denominadas clases controladoras; aparecen
ademas las clases entidades, que definen algun tipo de informacion perdurable en el marco del

procesamiento de dichas imégenes, esto garantiza el flujo de informacién de una capa a otra.

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. En este caso

usamos las bibliotecas JAI de Sun y JExcelAPI.

=< Com ponent==
<=Layers=
Presentacion

W
<< Com ponents g
==l ayers=
Operaciomal

V4
<< 0om ponents: g
<<layers=
Soporte

Figura 2.1: Arquitectura en 3 capas para el procesamiento de imagenes de microarray.



2.3. Clases del disefio
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.
e Gestores

Estas clases contienen la l6gica 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 informacion 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.

2.4. Realizaciones de Casos de Uso del disefio
Se refieren a continuacion 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 (0 ejecuta) en términos de clases de

disefio y sus objetos.

En este refinamiento del disefio se han eliminado dos casos de uso debido a que no representan una

funcionalidad del software y no-hacen ningin-aporte-al objetivo, dichos casos de usos son:
v' Seleccionar Region de Interés
v" Mostrar Imagen Cuantificada

El resto de los casos de uso se mantienen similares a los descritos en la tesis precedente a esta.
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Figura 2.2. Diagrama de clases del disefio del caso de uso cargar imagen.
Diagramas de clases del disefio del resto de los casos de uso. Ver Anexo 1

2.5. Patrones de disefio: Singleton
Los patrones de disefio proponen una forma de reutilizar la experiencia de los desarrolladores,

Christopher Alexander considera que «Cada patrén describe un problema que ocurre una y otra vez en
nuestro entorno, para describir después el nicleo de la solucion a ese problema, de tal manera que
esa solucién pueda ser usada mas de un millén de veces sin hacerlo ni siquiera dos veces de la misma
forma». El Singleton es quizas el mas sencillo de los patrones, también uno de los mas conocidos y
utilizados. Su propdsito es asegurar que sélo exista una instancia de una clase y proporciona un punto

de acceso global a esta instancia.

Este patrdn se usa en la clase Gestionar_Imagen (Fig. 2.3), pues todo el flujo que se desarrolla para
procesar y cuantificar la imagen de microarray, es propio de una imagen, es decir no se modifica o
analiza mas de una imagen a la vez, aunque esta clase cuenta con otras funcionalidades que por el

momento no compete su explicacion.
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G estionar_lmagen
-IMNST ANCE © Gestionar_Imagen = null
-procesador | Procesarimagen = new P rocesar m agen()
+hitmap ; Bufferedimage
-imagenFiltrada : Bufferedimage
-imagenBinana : Bufferedimage
~datosTabla : int[][]
-ligtaP rom ediosVertical | ArrayList<lnteger>
-ligtaP rom ediosHorizontal . AmrayList=Integer=
-largo ;int =0
-ancho int =0
-humbraldutomatico : int
+Gestionar_|magen()
-grearingdandal) - void
+obteneringanciall: Gestionar Imagen

Figura 2.3. Representacion del patron «Singleton» en la clase imagen.
El funcionamiento de este patrén es muy sencillo y se reduce a los siguientes conceptos:

1. Ocultar los constructores de la clase Gestionar_Imagen, para que las otras clases que

necesiten después de esta, no puedan crear instancias.

2. Declarar en la clase Gestionar_Imagen una variable miembro privada que contenga la

referencia a la instancia Unica que se gestiona.

3. Proveer en la clase Gestionar_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 lo

hacen a través de esta funcién o propiedad.

2.6. Componentes utilizados
En la implementacion del software se utilizaron dos bibliotecas de componentes para el procesamiento

de las imagenes y la persistencia de los resultados obtenidos.

2.6.1. Biblioteca JAI
Java Advanced Imaging (JAI) es una API de extension de la plataforma Java que provee un conjunto

de interfaces orientadas a objetos que complementan un modelo de programacion simple y de alto
nivel, permitiendo a los desarrolladores crear sus propias rutinas de manipulacion de imagenes sin las
restricciones adicionales de costo y licencia asociadas a los softwares comerciales de procesamiento

de imagenes.



JAI se provee como descarga gratuita directamente desde la pagina de Sun Microsystems para
plataformas Windows, Solaris, y Linux. Apple Computer provee una version de la API para Mac OS X
desde su sitio web disponible desde Mac OS X 10.3; Mac OS X 10.4 viene con el API pre instalado.

Mientras el API se provee en Java, otras implementaciones especificas para cada plataforma pueden
usar la implementacion pura de Java o proveer una implementacion que se beneficia de las

tecnologias nativas de la plataforma para proveer mejor rendimiento. [10]

2.6.2. Biblioteca JExcelAPI
Java Excel API es una biblioteca robusta y de cédigo abierto que permite leer, escribir y modificar

dindmicamente hojas de calculo Excel.

Cualquier sistema operativo que pueda ejecutar la maquina virtual de Java puede procesar y entregar
hojas de calculo Excel. Debido a que la biblioteca esta programada en Java puede ser invocada desde

un servlet, ganando acceso a las hojas de célculo Excel desde aplicaciones web.

JExcelAPI posee varias funcionalidades entre las que se encuentran:

. Lee datos de libros de trabajo de Excel 95, 97, 2000, XP y 2003.

o Lee y escribe féormulas (versiones superiores a Excel 97).

) Genera hojas de calculo en formato Excel 2000.

o Permite dar formato, a letras, nimeros y fechas.

o Permite sombreado, bordeado y coloreado de celdas.

o Modifica libros de trabajo existentes.

o Esta internacionalizada, permitiendo el procesamiento de casi cualquier lenguaje, pais, local o

codificacién de caracteres.

o Permite copiar diagramas.

. Permite insercién y copia de imagenes dentro de las hojas de calculo. [11]



2.7. Conclusiones
Como resultado de este capitulo se redefinié un modelo de disefio que sirve de guia para la posterior

implementacion, 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 patron de disefio Singleton a esta propuesta. El mayor peso
de este capitulo recae en el modelo de disefio, caracterizandose el mismo por su adaptabilidad y lograr

conducir a una implementacion satisfactoria del sistema.



CAPITULO 3: Implementacion

3.1. Introduccion
Este capitulo trata acerca del flujo de trabajo Implementacion representando los artefactos que la

integran, como lo son los diagramas de componentes y el de despliegue.

3.2. Flujo de trabajo Implementacion
Este flujo de trabajo comienza por lo que ha recibido de la etapa de disefio utilizdndolo para la

implementacion del sistema en términos de componentes, en ella se convierten las clases del disefio
en ficheros de cadigo fuente, binarios, ejecutables, entre otros. La etapa esta fuertemente enmarcada

por el lenguaje de programacién y compuesta por el diagrama de despliegue y por el de componentes.

3.3. Diagramas de componentes
Es un diagrama representado por un grafo de componentes software enlazados a través de relaciones

de dependencia (compilacién, ejecucion).

Este diagrama muestra un grupo de elementos del modelo tales como componentes, subsistemas de

implementacién y sus relaciones. Se utilizan para modelar la vista estatica de un sistema.

3.4. Diagrama de despliegue
El software ha sido disefiado para ser una aplicacion de escritorio sin necesidad de conexion a algun

servidor o de datos remotos, las imagenes se pueden cargar desde cualquier medio extraible por lo
gue no es necesario hacer un diagrama de despliegue en este caso. El software funciona sobre una

estacion de trabajo completamente independiente.

3.5. Descripcion de las soluciones.

3.5.1. Introduccién
La solucién estd compuesta por 4 partes fundamentales que permiten obtener el resultado, estas

partes son:

Grillado.

Segmentacion.

Cuantificacion.

Tabular y exportar valores.



3.5.2. Grillado
El grillado se obtiene a partir de la imagen inicial y su resultado son dos vectores que contienen las

coordenadas donde se ubican las separaciones entre las columnas de spots. Para obtenerlos se
extrae una sefial horizontal y otra vertical de dicha imagen que contienen los promedios de intensidad

de las columnas y filas de pixeles.

4 4 i

ANN AR

Figura 3.1. Representacién de los maximos y minimos de una columna de spots

Nétese que los maximos representan las columnas de spots dado que sus pixeles tienen mayor

intensidad y los minimos las separaciones entre estas.

El paso siguiente consiste en hallar un umbral automaticamente a partir del promedio entre la columna
de pixeles de mayor intensidad y la de menor, el usuario también puede modificar el cociente de dicho
promedio manualmente agregandole un factor de sensibilidad al proceso. Con este umbral se detectan
las laderas de los maximos (subidas o bajadas) y se halla la coordenada que corresponde al punto
medio entre estos, los cuales representan los minimos que son a su vez la divisién entre las columnas
de spots. [12]

annnnniig

Figura 3.2. Spots separados a partir de los puntos medios entre las laderas de intensidad de los

spots

Estos-valoresnos—ayudan-en-ta-cuantificacion, debido—a que-usando-las-coordenadasseparadoras

horizontales y verticales podemos encerrar cada spot por separado en un recuadro.
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Figura 3.3. Imagen de microarray grillada.
A continuacién se muestra el cédigo con comentarios para su mejor comprension:

Esta funcion se encarga de construir las sefiales constituidas por los promedios de las columnas de

pixeles.

public int [] CalculaVectorPromedios(Bufferedimage pimagen) //recibe como parametro
{ /lla imagen original

int ancho= pimagen.getWidth();

int alto= pimagen.getHeight();

int [] vectorPromedios= new int[ancho];

int xxx=0;

int aux1=0; //se declaran las variables necesarias para contabilizar

/lasi como el vector resultado de la funcién
for(int i=0;i<=ancho-1;i++)

xxx=0;  //ciclos para recorrer la imagen

for(int j=0;j<=alto-1;j++)
{ xxx+=(pimagen.getRGB(i, j))& OxFF; //se hace un “and” a nivel de bits
/Ipara acceder solo al ultimo byte de
} /linformacion del pixel.
auxl=xxx;

vectorPromedios[i]=auxl; //se almacena el valor



}

return vectorPromedios; /Ise retorna el vector

}

El siguiente cédigo se encarga de calcular los vectores del grillado usando el umbral y los vectores

promedios obtenidos con la funcién anterior:

public ArrayList Grillado(int[] filaprom, int humbralGrillada) //recibe el umbral
{ /ly los vectores

ArrayList minimos=new ArrayList(0);

int caida=0;

int subida=0; //se declaran variables necesarias para el proceso

int inicial=0;

int finals=temp2.getHeight();

boolean flag2=false;

boolean flagl=true;

minimos.add(inicial); //el primer minimo siempre sera el inicio de la
/limagen, es decir: 0.

for(int i=1;i<filaprom.length;i++ )//ciclo para recorrer

{ I/l el vector de promedios

if((filaprom[i-1]<=humbralGrillada)&& (filaprom[i]>=humbralGrillada)&&(flagl)) //condicion para
flagl=false; /ldetectar la primera subida

else /lque se descarta usando un flag

{

if((filaprom[i-1]>=humbralGrillada)&& (filaprom[i]l<=humbralGrillada)&&(!flag2))

{
caida=i;
flag2=Iflag2; //condicion que detecta la coordenada de cruce

} /lentre el umbral y la sefal en bajada y la almacena

if((filaprom[i-1]<=humbralGrillada)&& (filaprom[i]>=humbralGrillada)&&(flag2))
{
subida=i;
minimos.add((int)(subida-(subida-caida)/2));
flag2=!flag2; //condicion-que detecta la-coordenada de cruce }
/lentre el umbral y la sefial en subida y ademas
} /Ihalla el punto medio entre las 2 coordenadas

}

minimos.add(finals-1); //el ultimo minimo se situa al final de la imagen
return minimos; /les decir, el largo de esta

}

3.5.3. Segmentacién
Para lograr la segmentacion de la imagen se aplica la segmentacién por umbralizacion global, para

hallar el valor umbral se aplica el método de Otsu llamado asi en honor a Nobuyuki Otsu que lo invent6

en 1979, utiliza técnicas estadisticas, para resolver el problema. En concreto, se utiliza la variancia,
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gue es una medida de la dispersion de valores, en este caso se trata de la dispersion de los niveles de
gris.

El método de Otsu calcula el valor umbral de forma que la dispersién dentro de cada segmento sea lo
mas pequefia posible, pero al mismo tiempo la dispersion sea lo mas alta posible entre segmentos
diferentes. Para ello se calcula el cociente entre ambas variancias y se busca un valor umbral para el

que este cociente sea maximo. [13]
Exposicion matematica

Como punto de partida tomamos dos segmentos de puntos (Ko(t) y Ky(t)), que son definidos a partir del
valor umbral t. t es la variable que buscamos, y los dos segmentos son el resultado deseado en la

segmentacion.

Sea p(g) la probabilidad de ocurrencia del valor de gris 0 < g < G (G es el valor de gris maximo).

Entonces la probabilidad de ocurrencia de los pixeles en los dos segmentos es:

Py(t)=>_plg) Pi(t)= > plg) =1— Pyt)

Ko: g=0 y Ki: g=t+1

Si tomamos dos segmentos (0 sea un solo valor umbral) la suma de estas dos probabilidades dan

evidentemente como resultado 1.

Si 4 es la media aritmética de los valores de gris en toda la imagen, y 90y los J1valores medios

dentro de cada segmento, entonces se pueden calcular las variancias dentro de cada segmento como:

oo(t) =Y (9—9)°plg)oi(t)= Y (¢—71)°p(9)
g=0 y g=t+1

La meta es mantener la variancia dentro de cada segmento o mas pequefia posible y conseguir que la

variancia entre los dos segmentos sea lo mas grande posible. Asi obtenemos:

o = ==

77(t)

La varianza entre los segmentos es:



02,(t) = Pot) - (0 — 9)* + Pu(t) - (97 — 9)°
La varianza dentro de los segmentos se obtiene de la suma de ambas:

an(t} = Py(t) - Jﬁ{ﬁ) + Py(t) - U%(t}

El valor umbral t se elige de manera que el cociente Q(t) sea maximo. Q(t) es por lo tanto la medida
buscada. De esta forma elegimos un valor umbral que optimiza los dos segmentos en términos de

variancia. [14]

El método fue implementado en una funcién llamada HumbralBinaria a la que se le pasa como
parametro la imagen inicial y devuelve el umbral éptimo para segmentar la imagen por umbralizacién

global. A continuacién se muestra el codigo fuente con comentarios para su mejor comprension.

public int HumbralBinaria(Bufferedimage pimagen)// Histogram histograma)
{
double omegal=0;
double omega2=0;
double mul=0;
double mu2=0;
double P[]J=new double[256];
double sigmaB2max=0;
double sigmaB2=0;
int humbralOptimo=0;
int ancho= pimagen.getWidth();
int alto= pimagen.getHeight();

/ICélculo de la distribucion de probabilidad de los niveles de gris
for(int i=0;i<=ancho-1;i++)
for(int j=0;j<=alto-1;j++)
P[(pimagen.getRGB(j, j))& OxFF]++;

}

}
for(int i=0;i<=255;i++)

P[i]=P[i}/(ancho*alto);

double omega[]=new double[256];

/[Célculo del momento acumulado de orden cero y del de primer orden
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omega[0]=P[0];
double mu[]=new double[256];
for(int i=1;i<=255;i++)
{ omegali]l=omegali-1]+PJi];
mu[i]l=mul[i-1]+(i-1)*P[i];

//Calculo del umbral 6ptimo seguin Otsu

double mut=mu[255]; //Intensidad media total de la imagen
for(int t=0;t<=255;t++){
omegal=omegalt];
omega2=1-omegal,;
iflomegal!'=0&&omega2!=0)
{ mul=mult]/omegal,;
mu2=(mut-mult])/omega2;
sigmaB2=omegal*((mul-mut)*(mul-mut))+omega2*((mu2-mut)*(mu2-mut));
if(sigmaB2>sigmaB2max)
{ sigmaB2max=sigmaB2;
humbralOptimo=t-1;
}
}
}

return humbralOptimo;

}

Con posterioridad y usando este umbral se recorre pixel a pixel la imagen original, a partir de esta, se
genera una imagen binaria conformada por pixeles con valor 255 para los que presentan en la imagen
original un valor de intensidad mayor que el umbral y O para los pixeles en la imagen original con

valores de intensidad que estén por debajo del umbral (Fig. 3.4).

Figura 3.4: Imagen binaria (izquierda) creada a partir de la original (derecha) usando

umbralizacion global segun el método de Otsu.



3.5.4. Cuantificacion
Una vez obtenida la imagen binaria y los vectores del grillado se procede a extraer los valores de los

spots usando la imagen binaria para distinguir los pixeles pertenecientes a los spots o al fondo y los
vectores para delimitarlos [15]. Para esta operacion se usan cuatro ciclos anidados para recorrer la
matriz de spots y los pixeles dentro de cada region de esa matriz comparando cada uno de ellos por su
posicién con los de la imagen binaria para distinguir los significativos. La funcién arroja como resultado

una matriz de tipo entero de mxn sean my n las dimensiones de la matriz de spots.
A continuacion se muestra el cédigo fuente con comentarios para su mayor comprension.

public int[][] ObtenerValores(Bufferedimage IM1, Bufferedlmage IMBIn, ArrayList<Integer> MinHor,
ArrayList<iInteger> MinVert)
{ int minVerSize= MinVert.size();

int minHorSize= MinHor.size();

int[][] valores = new intfminHorSize-1][ minVerSize- 1];

int cont;

int suma;

int x=0; //Se declaran contadores para recorrer la matriz de spots

int y=0;

for (int i=0;i<minVerSize -1;i++)
{ /ICiclos para recorrer la matriz de spots
x=0;
for(int j=0;j<minHorSize-1;j++)
{ cont=0;
suma=0;
for (int k =MinHor.get(i) ;k<MinHor.get(i+1); k++)
/[Ciclos para recorrer los fragmentos de la imagen que encierran cada spot
for(int | =MinVert.get(j);I<MinVert.get(j+1);I++)
{ if((IMBin.getRGB(K, I))& 0xFF)==255)
{ cont++;
suma+=(IM1.getRGB(K, I))& OxFF;
}
¥

if(cont<64)
//Condicién para chequear la existencia de cada spot
{valores|[X][y]=-1;
//[se marcan los spots no existentes asignandole el valor -1

}
else
{valores|[x][y]=(int)suma/cont;
}

P+t

}

y++;
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}

return valores; //Matriz de coeficientes de intensidad para cada Spot

}

3.5.5. Tabular y exportar valores
El siguiente método se encarga de mostrar los valores al usuario en una tabla sobre la ventana

principal. Para este proposito se crea un modelo de tabla (TableModel) que se le pasa como parametro

a una tabla (jtable).

public TableModel MostrarDatos(int largoTabla,int anchoTabla,int [][] datosTabla)
{
/Ise reciben como parametros la matriz de valores a tabular y las dimensiones
de esta
TableModel a;
a = new DefaultTableModel(largoTabla-1,anchoTabla-1);//se crea el TableModel

for(int i =0; i<largoTabla-1;i++)
for(int j =0; j<anchoTabla-1;j++)

a.setValueAt(String.valueOf(datosTablali][j]), i, j);
} /Ise le pasan los datos al TableModel usando dos ciclos anidados

return a; //El resultado es el TableModel modificado

Una vez mostrados los valores el usuario puede seleccionar exportarlos a formato XLS lo cual permite
la siguiente funcioén.

public void CrearExel(int[][] valoresCuantificados,int largo,int ancho)
{ /Ise reciben como parametros la matriz de valores a tabular y las dimensiones de esta

JFileChooser GuardarArchivo = new JFileChooser();//dialogo para cargar y guardar
/larchivos en NetBeans
FiltroGuardar FiltroExel=new FiltroGuardar(); //filiro de extenciones
GuardarArchivo.setFileFilter(FiltroExel); //asignamos filtro
String RutaGuardarimagen=new String(); //variable para la direccion

GuardarArchivo.setApproveButtonText("Guardar Archivo®);
Iltexto del botén aceptar
GuardarArchivo.setDialogTitle("Exportar Datos a Excel");
[titulo de la ventana
int returnVal = GuardarArchivo.showOpenDialog(GuardarArchivo);
/IGuardamos la decision del usuario
if (returnVal == JFileChooser. APPROVE_OPTION)
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{
RutaGuardarlmagen=GuardarArchivo.getSelectedFile().getPath();
} /Isi aceptd, guardamos la direccion donde se va a guardar

try
{
WritableWorkbook workbook = Workbook.createWorkbook(new File(RutaGuardarimagen+".xIs"));
/lcrea el archivo en la ubicacion
WritableSheet sheet = workbook.createSheet("Valores de Intensidad", 0);
try
{

for(int i=0;i<largo-1;i++)

{

for(int j=0;j<ancho-1;j++)

jxL.write.Number media = new jxl.write.Number(i, j, valoresCuantificados][j][i]);
/Ise usan 2 ciclos para recorrer la matriz y la hoja de calculo
/ly copiar los valores de la primera a la segunda.
sheet.addCell(media);

}

workbook.write();  //se copia el archivo a disco duro

workbook.close();

}

catch(jxl.write.WriteException e){};

}
catch(IOException e){};

3.5.6. Interfaz
Para disefar la interfaz, se usé mena (jMenu) para mostrar las opciones disponibles debido a su

facilidad de acceso asi como el ahorro de espacio en la ventana principal, se usaron ademas un panel
tabulado (tabbedPane) para mostrar los distintos resultados que va ofreciendo la aplicaciéon debido a
gue posee varias pantallas o paneles cuyas vistas se pueden alternar y asi posibilita mostrar varios
resultados e imagenes sobre el mismo espacio que contribuye a la simplificacion de la ventana
principal. Se us6 también una barra de desplazamiento (jSlider) para permitir al usuario entrar valores
de umbral personalizado debido a su facilidad de uso. Se utilizé una tabla (jTable) para mostrar los
valores resultantes debido a que es el componente que permite mostrarlos de forma tabulada y
organizada.
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Figura 3.5. Ventana principal.
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Figura 3.6. Ventana para seleccionar el archivo a cargar, nétese el filtro de extensiones.
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Figura 3.7. Laimagen se encuentra cargada, se muestran opciones de segmentar por umbral
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Figura 3.8. Se muestra la imagen binaria.
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Figura 3.10. Vista del histograma de laimagen, se observa en la grafica los valores de

intensidad posibles en el eje Xy la cantidad de ocurrencias en laimagen en el gje Y.

42



Obtener Imagen Binaria #
Grillado
Cuantificar

Histograma

Fogag

icrocuba

r Imagen Original r Imagen Binaria rlmagen Grillada rHismgrama r Resultados

i- 1

92

A B C B} E 5 G H | J K 5 ] i}
200 191 182 |186 108|143 183 187 (219 (226 (127 1256 11 123
161 214 100 -1 14 184 186 113 182 |1 -1 -1 -1
141 -1 T3 [ -1 180 108 171 1m 104 116 123 138 125
137 102 108 105|203 |¢18 230 104 |1 161 138|178 200 195
167 [152  |226 210 |1 -1 162 (170 208 |1 a8 183 -1 228
106 187|223 228|203 |14 231 -1 -1 226 148 188 138 [1&3
1ma [ 142|147 182 122 104 171 218 130|140 107 1120|161
173 114 1217 105 176 |1 157 117 |1 104 104 -1 148 [144
197|218 114 186|113 |1 103 (103 116 [160 (154 |106 196 [132
207|207 216|223 1588 178 194 186  [183 |1 218|117 225 204
231 236 187 |1 -1 -1 -1 151 213 1 212 185 1128 1
161 239 213 211 234|208 220 119 (235 (182 141 172 1104 -1
-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 238 140 1S 148 126 130 1
-1 -1 -1 -1 -1 1 -1 184 185 (173 188 |150 135  |166

Figura 3.11. Se muestran los resultados del proceso en unatabla, nétese que los valores -1

denotan los spots que no se manifestaron.
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3.6. Conclusiones

En este capitulo se mostr6 la implementacion de las funcionalidades del software utilizando las

herramientas seleccionadas y respetando las clases y métodos del disefio previamente realizado.

Se mostraron los algoritmos mas significativos del software y se explicaron sus fundamentos

matematicos, lo cual conforma la primera entrega de la aplicacion.



Conclusiones

e Se disefi6 e implemento una aplicacion multiplataforma para el proceso y cuantificacion de
imagenes microarray a partir de las bibliotecas JAI de Sun para el procesamiento de imagenes y

JexcelAPI para el tabulado de los resultados.
¢ Se implementaron funcionalidades que permiten cargar y mostrar imagenes en Java.

¢ Se implementaron métodos que permiten hallar un umbral 6ptimo global basado en la imagen para

generar una imagen binaria.

¢ Se implementaron métodos que permiten grillar la imagen, detectando asi las posiciones de los

spots.
e Se implementd una funcionalidad que permite mostrar los resultados en la aplicacién.
¢ Se implementd un método que permite exportar estos resultados a formato XLS.
¢ Se implementd una funcionalidad que permite mostrar el histograma de la imagen.

¢ Se implementd una comunicacion efectiva entre los métodos y funcionalidades que constituyen los

pasos del procesamiento de imagenes microarray.



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 Aplicar el software en todas las instituciones nacionales donde se apliquen técnicas de
microarray.

¢ Incorporar técnicas de mineria de datos para comparar resultados de diferentes estudios de
imagenes microarray ya procesadas.
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Anexos

Anexo 1: Diagramas de Clases

Figura A.1. Diagrama de clases del disefio del caso de uso “Cargar Imagen”
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INSTANCE

e =TT TV

Figura A.2. Diagrama de clases del disefio del caso de uso “Grillar Imagen”
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Figura A.3: Diagrama de clases del disefio del caso de uso “Segmentar Imagen”
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INSTANCE

Figura A.4: Diagrama de clases del disefio del caso de uso “Cuantificar Valores”
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Figr A.5: iaaa de clases del disefio del caso de uso “Tabular Valores”
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Figura A.6: Diagrama de clases del disefio del caso de uso “Exportar Valores”

57



Anexo 2: Descripcion de las clases del disefio

Nombre: FormaPrincipal

interfaz

Atributo

Tipo

Gestorl

Gestionar_Imagen

Para cada responsabilidad:

Nombre:

Descripcion:

Tabla A.1: Descripcién de la clase FormaPrincipal

Nombre: Gestionar_Imagen

Controladora

Atributo Tipo
procesador Procesar Imagen
bitmap Bufferedimage

imagenBinaria

Bufferedimage

ListaPromediosVertical

ArraylList<integer>

ListaPromediosHorizontal ArrayList<integer>

humbralAutomatico

Int

Para cada responsabilidad:

Nombre: crearlnstancia()

Descripcion: Crea una instanci de la clase Gestionar_Imagen.

Nombre: Cargar Imagen(JPanel panel)

Descripcion Muestra una imagen en un jpanel cargada desde
un archivo.

Nombre: ObtenerBinaria(int humbral)

Descripcion: Obtiene una imagen binaria a partir de un umbral.

Nombre: ObtenerGrillada()

Descripcion: Obtiene una imagen grillada para mostrar

Nombre: Cuantificar()

Descripcion: Extrae los coeficientes de intensidad por cada Spot

y los guarda en un arreglo bidimensional.

Tabla A.2: Descripcién de la clase Gestionar_Imagen




Nombre: Procesarlmagen

controladora

Atributo

Tipo

ElegirArchivo

JFileChooser

FiltroTiif FiltroArchivos
Rutalmagen String
imagenMostrada Planarimage
imagenAmostrar Bufferedimage
temp2 Bufferedimage

Para cada responsabilidad:

Nombre: Abrirlmagen()

Descripcion: Convierte una imagen desde archivo a
bufferedimage

Nombre: Mostralmagen(Bufferedimage pimagen,JPanel
panel)

Descripcion: Muestra una imagen en un jpanel

Nombre: HumbralBinaria(Bufferedlmage pimagen)

Descripcion: Calcula el umbral para la posterior binarizacién

Nombre: HumbralGrillada(Bufferedlmage pimagen)

Descripcion: Calcula el umbral para la posterior grillado

Nombre: Binaria(int valormedio,Bufferedimage pimagen)

Descripcion: Obtiene una imagen binaria a partir de un umbral y
una imagen

Nombre: Grillado(int[] filaprom, int humbralGrillada)

Descripcion: Calcula los vectores del grillado

Nombre: Rotarlmagen(Bufferedimage pimagen,int angulo)

Descripcion: Rota la imagen para el grillado

Nombre: ConvertirRGB(Bufferedimage pimagen)

Descripcion: Cambia el formato de la imagen a 24 bits

Nombre: ConvertirGray(Bufferedimage pimagen)

Descripcion: Convierte la imagen a formato de 8 bits

Nombre: CalculaVectorPromedios(Bufferedlmage pimagen)

Descripcion: Calcula los vectores de los valores medios de las
columnas de pixeles

Nombre: DibujaGrillada(ArrayList a,Bufferedlmage pimagen)

Descripcion: Dibuja los separadores entre las columnas de spot
sobre una imagen

Nombre: ObtenerValores(Bufferedimage IM1, Bufferedimage
IMBIin, ArrayList<integer> MinHor,
ArrayList<Integer> MinVert)

Descripcion: Obtiene los valores promedio de cada Spot

Tabla A.3: Descripcién de la clase Gestionar_Imagen




Anexo 3: Diagramas de Secuencia
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Figura A.7: Diagrama de secuencia del caso de uso “Cargar Imagen”
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Figura A.9: Diagrama de secuencia del caso de uso “Segmentar imagen (automético)”
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Figura A.10: Diagrama de secuencia del caso de uso “Segmentar Imagen (manual)”
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Glosario de Términos
A

ADN: abreviatura del &cido desoxirribonucleico; es el componente quimico primario de los cromosomas
y el material en el que los genes estan codificados.

B

Bytecodes: Tipo de cédigo intermedio mas abstracto que el codigo maquina.

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 catddicos 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 gque sirve como unidad de informacién 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.



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

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

Microarray: método que permite estudiar coémo interactlan entre si un gran numero de genes.
Tecnologia 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 mecénico que permite la elaboracion de cortes finos de muestras (suelen

ser tejidos con patologias) para su observacion al microscopio.
S

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

background (fondo).

SNP(polimorfismo de un solo nucleétido): Posicién de la secuencia de ADN gendémico 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 porciéon cuadrada de la imagen, es

facilmente visible si la imagen es ampliada en la pantalla de una computadora.

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 0 mas cadenas de aminoacidos. Las proteinas

desempefian actividades vitales en la célula.

PCR (Reaccion 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.
U
Umbral: Cantidad minima de sefial que ha de estar presente para ser registrada por un sistema.

UML: Lenguaje unificado de modelado.



