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RESUMEN

El presente articulo resefia un
método para la obtencion de
cariotipos a partirde fotografias de
metafases cromosomicas humanas
[1] [2), procedimiento de gran
importancia en el area de la
citogenética. Para la obtencion de
los cariotipos se utilizan técnicas de
procesamiento digital de imagenes
que permiten obtener las caracte-
risticas de cada cromosoma, como
son su tamarnio, la ubicacion de su
centromero y la organizacion de
sus bandas. El desempefic es
analizado en términos de eficiencia
en la organizacion de los diferentes
pares de cromosomas.
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ABSTRACT

This paper presents the design of a
karyotyping method for spread
metaphase images, one of the key
procedures in the citogenetics area.
By means of digitalimage processing
techniques, chromosome feature
extraction (like centromere index,
size computation as well as banding
patterns evaluation) is possible.
Methods for classificating are also
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described. The obtained results were measured in
terms of classification efficiency of different types of
chromosomes. Finally, research and educational
applications are discused.
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1. INTRODUCCION

Para las personas que trabajan en el dominio de la
genética, biologia, medicina y afines, el analisis de los
cromosomas es de gran utilidad, pues permite
diagnosticar malformaciones y enfermedades en los
individuos tratados, al igual que llevar a cabo
investigaciones tendientes a determinar sus posibles
origenes y métodos de prevencion o cura. Dicho
analisis requiere la organizacion de los cromosomas de
una manera reconocible en una imagen (cariotipo), de
tal forma que sus caracteristicas sean faciimente
visibles[1]. Latécnica desarrollada comprende tanto la
obtencion de las caracteristicas de la imagen
(cromosomas), como su posterior organizacion en un
cariotipo.

A pesarde que en la actualidad se cuenta con sistemas
comerciales que realizan este trabajo, el objetivo
principal es desarrollar un método que sea
completamente abierto a futuras mejoras, con un me-
nor costo y mas asequible a grupos de investigacion o
como herramienta educativa.

En este articulo se resumen las etapas seguidas en el
trabajo.

2. DESCRIPCION DE CADA UNA DE LAS ETAPAS
2.1 Segmentacion

Permite la diferenciacion entre los cromosomas y el
fondo dentro de la metafase celular (imagen en escala
de grises adquirida previamente). La segmentacion
incluye etapas como la binarizacién, la limpieza de
objetos o impurezas, la separacion de cromosomas
unidos y traslapados y la correccion de algunos
cromosomas recortados o incompletos, producto de la
binarizacion inicial.

2.1.1 Binarizacién. Busca una diferenciacion prelimi-
nar entre los cromosomas y el fondo. Como resultado
de este procedimiento, se obtiene una imagen binaria,
donde los objetos de interés (cromosomas) estan eti-
quetadoscon 1y elfondocon 0. Para llegar a ello se
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realiza un procesamiento global de laimagen en escala
de grises. El nicleo del procedimiento se basa en el
célculo del histograma de niveles de gris de dicha
imagen, con el cual se determina el umbral (o nivel de
gris) adecuado para la binarizacién. Este tipo de
procesamiento global permite conocer de manera
directa los pixeles que pertenecen al fondo y los que
pertenecen a un cromosoma.

2.1.2 Limpieza. La binarizacion identifica en
ocasiones, como validos, objetos que no corresponden
a cromosomas. La limpieza permite eliminar dichos
objetos de la imagen binaria.

2.1.2.1 Limpieza de zonas. Requiere la seleccion
manual, por parte del usuario, de la zona que se desea
eliminar (zona que contiene impurezas).

2.1.2.2 Limpieza de objetos. Uno o varios puntos
pertenecientes al objeto que se desea eliminar, son
seleccionados por el usuario. El algoritmo se encarga
de la eliminacion del objeto.

2.1.3 Separacion. Algunos cromosomas aparecen
unidos en la metafase binarizada. Es necesario
separarlos para que el procesamiento posterior sea
vélido. Para ello, se crea inicialmente una matriz
conformada U(nicamente por los cromosomas a
separar, y el resultado se muestra al usuario para que
delimite los puntos por donde desea realizar la
separacion (x,y). Através de cada par consecutivo de
puntos x,y se traza un segmento de linea recta y los
pixeles pertenecientes a él se hacen cero en laimagen
que contiene el grupo de cromosomas a separar. El
resultado es erosionado con una pasada, y luego
dilatado dos veces [4], evitando en este caso conectar
puntos que anteriormente no estaban unidos [3], [4], [5].

2.1.4 Correccién de cromosomas recortados. El
procesamiento global de la imagen en grises, para
obtener una imagen binaria, también da origen a
cromosomas recortados o incompletos en algunas de
sus zonas.

Inicialmente se hace laseleccién manualdelazonaque
se desea corregir. Con la zona en grises
completamente aislada, se procede a determinar su
umbral para su binarizacion, procedimiento exacta-
mente igual al usado en el procesamiento global
descrito con anterioridad. Finalmente se reemplaza el
area correspondiente de laimagen binaria por la nueva
zona corregida.

2.1.5 Separacién de cromosomas (raslapados.
Debido a la preparacion de la metafase, algunos
cromosomas resultan traslapados y se hace entonces
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necesaria su separacion para obtener resultados
adecuados en etapas posteriores. Se requiere en
principio la seleccion manual de un punio que
pertenezca a los dos cromosomas que se desean
separar, para a continuacion extraer sus componentes
conexas y de esta forma determinar todos los pixeles
correspondientes a los mismos. Después de ello el
usuario debe encerrar el primer cromosoma a
separar, de tal forma que la zona marcada se ajuste a
lafrontera delcromosoma en mencién; conellosecrea
una mascara del mismo tamafo de la imagen que
contiene aquellos traslapados. Teniendo esta mascara
se realiza un AND logico entre ella y la matriz que
contiene los cromosomas a separar, obteniendo asi el
primerde ellos aislado. Se determinan lasdimensiones
de éste (ancho y alto) asi como las dimensiones de la
imagen binaria, y de esta forma se inicia una busqueda
iterativa de una zona vacia dentro de la imagen binaria
(con todos sus pixeles en Q) que se ajuste
perfectamente al tamafio de dicho cromosoma. Se
situan en ella el cromosoma separado tanto en escala
de grises como el binaric. Después de ubicar el primer
cromosoma, el usuario debe encerrar el cromosoma
restante, para realizar exactamente el mismo
procedimiento descrito anteriormente.

2.2 Obtencion de caracteristicas

Caracteristicas relacionadas con la forma y tamafio de
los cromosomas (indices de centromero y areas), asi
como la distribucién de las bandas([1],[2] a través de
cada uno de ellos, permiten su diferenciacion y poste-
rior clasificacion. El calculo del indice de centréomero y
el area de cada cromosoma hacen uso de la imagen
binaria. La obtencion del patrén de bandeo requiere,
ademas de la imagen binaria, la imagen en escala de
grises adquirida inicialmente.

2.2.1 Calculo del indice de centrémero. Se determina
para cada uno de los cromosomas su angulo de
inclinacion con respecto a la vertical[4], se rota endicha
medida y se obtiene un cromosoma orientado
verticalmente. Posteriormente se efectia un barrido
horizontal a través del objeto rotado, almacenando en
cada caso el ancho de cada una de las filas,
correspondiente al numero de pixeles con valor 1. La
posicion del centromero seré entonces aquella fila que
presente el menor ancho (menor cantidad de unos) y
que a la vez divida al cromosoma en dos; de esta
manera se elimina la posibilidad de tomar uno de los
extremos del objeto como la posicién del centromero.
Teniendo los dos componentes del cromosoma, se
calcula el area de cada uno de ellos. El indice de
centréomero es entonces la relacion area menor sobre
area mayor, y por tanto menor que 1. Ver figura 1.

i

Figura 1. Procedimiento para calcular el indice
del centrémero

2.2.2 Caélculo de areas. Equivale aevaluar la cantidad
total de unos que se encuentran en el objeto (binario)
analizado. Debido a que en ocasiones el poder de
resolucion usado en la adquisicion de las diferentes
imagenes no es el mismo (esto producto del uso de
diferentes objetivos en el microscopio), es necesario
llevar a cabo una normalizacion de cada una de las
areas, con respecto a aquella de mayor tamafio. De
esta manera, el rango de valores estara entre 0 y 1,
donde 1 corresponde al cromosoma de mayor tamafo.

2.2.3 Obtencion de los patrones de bandeo.
Inicialmente, se requiere calcular el angulo de
inclinacién del cromosoma (tanto binario como en
escaladegrises), paraasirotarlo endicha medida. Con
el cromosoma orientado verticalmente se procede a
hacer un barrido por filas de la matriz que contiene al
cromosoma binario, evaluando en cada caso el punto
intermedio entre un extremo y otro del objeto ver
figura 2. El conocimiento del punto intermedio permite
evaluar el nivel de gris presente en dicha ubicacion.
Con ello se obtiene el perfil de gris a través del eje
central del cromosoma, que es almacenado como un
vector de longitud variable, dependiente de la imagen
adquirida y del tamario del cromosoma.Ver figura 3.

Figura 2. Obtencion del eje central del cromosoma
(cromosoma en grises, binario
y con su efe central)
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Figura 3. Perfil de gris tipico obtenido al evaluar los
niveles de gris del cromosoma a través
de su eje central

2.3 Clasificacion

Se entrend una red neuronal probabilistica, donde
los datos suministrados para dicho entrenamiento
consistian unicamente de los indices de centromero y
areas (normalizadas con respecto a la de mayor tama-
fio) de una metafase humana normal, ya organizada en
su cariotipo. La red posee 24 neuronas de salida
(correspondientes a cada uno de los 22 posibles
cromosomas homologos, y a los cromosomas
sexuales: X, Y), delascuales solo unadeellas se activa
(es decir, toma el valor 1), indicando la clase a la cual
corresponde el cromosoma. Las demas neuronas
permanecen inactivas (con valor cero). En ocasiones,
no clasifica correctamente los cromosomasy es posible
que, por ejemplo, identifique un cromosoma del par 4
como perteneciente al par 5, esto debido principalmen-
te a la semejanza en la forma de estos dos tipos de
cromosomas.

Como paso siguiente se calcula el coeficiente de
correlacion entre los perfiles de gris (patrones de ban-
deo) normalizados (con valores entre 0 y 1) de los
cromosomas de una base de datos con las parejas ya
encontradas mediante la red. Asi por ejemplo, es
posible que la red neuronal clasifigue como
correspondientes al par 13, un cromosoma del par 14,
uno del par 15 y los dos del par 13 (por las razones
descritas anteriormente) y por tanto, se tienen cuatro
posibles cromosomas pertenecientes al par 13. El
problema es resuelto al evaluar el coeficiente de
correlacion entre dichos cromosomas candidatos y el
perfil correspondiente de la base de datos
correspondiente al par 13. Se toman como
correspondientes a dicho par, aguellos cromosomas
que poseen mayor coeficiente de correlacion.
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2.4, Resultados

Se tomaron treinta imagenes de metafases
cromosomicas que fueron organizadas usando el
algoritmo explicado, evaluando entonces la eficiencia
en la correcta clasificacion de los diferentes tipos de
cromosomas; como es mostrado en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos al usar el
algoritmo planteado para la obtencion del

cariotipo
PARES EFICIENCIA
(%)

1 76.6

2 716

3 750

4 66.6
5 416

6 500
-7 65.0

8 51.6

9 30.0

10 150

n 616

12 38.3

13 53.3

14 38.3

15 416

6 666

17 60.0

18 416
19 | 683

20 66.6

21 73.3

22 40.0
X 488

Y 0.0

Los resultados son bastante buenos en la clasificacion
delos pares 1,2,3,7,16,19y 21, muy similares e incluso
superiores a los obtenidos usando aplicaciones de
tipo comercial. Pares como el 4,11,17 y 20 arrojan
igualmente resultados satisfactorios. Sinembargo, aun
existen algunas falencias en la clasificacion de las
parejas restantes. Especificamente, la eficiencia
obtenida en la clasificacion del cromosoma Y (0%) es
debida a que no se conto con la suficiente cantidad de
metafases con la presencia de cromosomas de este
tipo.

2.5. Presentacion

Las etapas descritas anteriormente (segmentacion,
obtencion de caracteristicas y clasificacion) fueron
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implementadas usando una interfaz grafica desarrolla-
da bajo la aplicacion Matlab (version 5.1). En ella, es
posible la obtencion del cariotipo partiendo de laimagen
de una metafase celular, previamente adquirida. Enla
etapa final, clasificacion, se permite al usuario la
reubicacion de los cromosomas clasificados de manera
incorrecta, ademas del almacenamiento de los
resultados obtenidos.

2.6. Perspectivas

En el desarrollo de futuros trabajos relativos al area de
la citogenética, se puede pensar en el disefio de
algoritmos que permitan elevar el grado de
automatizacion del proceso, como son las rutinas para
la separacion automatica de cromosomas unidos o
traslapados[6.].

Deigualmanera, procedimientos comolos involucrados
en la etapa de obtencién de caracteristicas y la
clasificacion, pueden ser mejorados para asi elevar el
grado de eficiencia en la organizacion de los
cromosomas. Se puede pensar en refinar el procedi-
miento de obtencion de los patrones de bandeo, de tal
manera que las caracteristicas de cada cromosoma no
sean tan puntuales, y en lugar de ello recolecten la
mayor cantidad posible de informacion, lo que redunda-
ra en mejores resultados en la etapa de clasificacion.
Se puede implementar el sistema desarrollado como
una herramienta independiente del entorno Matlab
posiblemente programando los diferentes algoritmos
en lenguajes de alto nivel, como C o C++.

3. CONCLUSIONES

Se disefiaron y comprobaron procedimientos para la
binarizacion de las metafases, separacion de
cromosomas unidos y traslapados, eliminacion de
impurezas y correccion de cromosomas recortados. La
correcta segmentacion de la metafase celular permitié
la obtencion de diferentes parametros y caracteristicas
necesarias en la etapa final, el reconocimiento. Asi, se
desarrollaron rutinas para la obtencion de indices de
centromero, areasy patronesde bandeo atravésdeleje
central, para cada cromosoma.

Se analizaron las diferentes posibilidades existentes
para abordar el problema de reconocimiento y
clasificacion de los cromosomas. Se hizo uso de
herramientas como las redes neuronales y otras
técnicas del procesamiento digital de imagenes,
logrando en ultima instancia la elaboracion de un méto-
do asistido que permite la obtencion del cariotipo.

Los resultados obtenidos son en muchos aspectos,
comparables e incluso superiores a los proporcionados
porlas aplicaciones comerciales. Ademas, setieneuna
herramienta lo suficientemente robusta que permitira el
futuro desarrollo de algoritmos que automaticen aun

mas el proceso de organizacién de los cromosomas. El
sistema desarrollado permite su uso como herramienta
educativa y de investigacion, de facil uso y un costo
mucho menor comparado con el de herramientas de
caracter comercial.
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