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RESUMEN:

En este trabajo se estudian y analizan diferentes técnicas
de clasificacion, segmentacion y extraccion de
contornos de imagenes digitales de origen bioldgico. En
particular se centra la atenciéon en los procesos que
utilizan funciones con algoritmos neuro-fuzzy y de redes
neuronales. Se presentan aqui algunos resultados
logrados hasta el momento a través del desarrollo e
implementacion de un prototipo aplicado a imagenes
obtenidas mediante microscopios, especificamente a
aquellas parametrizadas segun la técnica de ensayo
cometa empleada por el Laboratorio de Citogenética
General y Monitoreo Ambiental de la UNaM-IBS-
CONICET para la deteccion de dafios en el ADN con
validacion visual y numérica que avalan lo logrado.
Palabras claves: imagenes microscopicas, patrones de
imagenes, algoritmos de segmentacion, logica difusa,
extraccion de contornos, redes neuronales, clasificacion
de imagenes.

CONTEXTO

La linea de investigacion en que se enmarca el proyecto
corresponde a la propuesta de tesis para acceder al titulo
de Magister en Tecnologias de la Informacion dictado
conjuntamente por la Universidad Nacional de Misiones
(UNaM) y la Universidad Nacional del Nordeste
(UNNE). Las muestras pertenecen al Laboratorio de
Citogenética General y Monitoreo Ambiental que se
emplaza en la FCEQyN UNaM. El area de Monitoreo
Ambiental analiza el dafio genético en organismos
acuaticos y su impacto potencial sobre la salud humana,
como consecuencia de la exposicion a contaminantes
urbanos ¢ industriales presentes en los rios y arroyos de
la Provincia de Misiones. Se desarrolla el procesamiento
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digital de imagenes citogenéticas en Ensayo Cometa
usando para este estudio, imagenes de moléculas de
ADN donde el nucleoide de ADN se presenta como una
cabeza y/o cola de cometa. Se busca distinguir cabeza,
cola y fondo de la molécula de ADN y medirlas para su
clasificacion, a fin de facilitar el trabajo del Laboratorio.
La investigacion se inicia con la posibilidad de aplicar
técnicas de clasificacion, segmentacion, algoritmos
neuro fuzzy, matematicos y computacionales a las
imagenes digitales producidas por microscopio y
registradas a través de una camara de fotografia.

INTRODUCCION

Descripcion de actividades del Laboratorio de
Citogenética General y Monitoreo Ambiental,
Instituto de Biologia Subtropical; Facultad de
Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales; Universidad
Nacional de Misiones; CONICET (UNAM-IBS-
CONICET): El Laboratorio de Citogenética General
y Monitoreo Ambiental inicid sus actividades en el
afio 1989, dedicandose a estudios citogenético-
evolutivos en diferentes modelos animales con
principal énfasis en peces neotropicales de agua dulce.
Luego se incorporé la linea de citogenética humana,
prestando servicios de diagnéstico en convenio entre
la UNaM y el Instituto de Prevision Social de la
Provincia de Misiones (IPS). Y a partir del afio 1993
se incluyo la linea de mutagénesis y monitoreo
ambiental, que tiene como objetivos estudiar el
impacto de contaminantes en ambientes naturales y en
bioensayos de laboratorio a través de técnicas
citogenético-moleculares. Actualmente, el laboratorio
estd constituido por su director, el Dr. Alberto
Fenocchio; docentes-investigadores: Dra. Jacqueline
Caffetti y Lic. Héctor Roncati; El laboratorio en su
linea de investigacion referida a agentes
contaminantes acuaticos, aplica técnicas especificas
de genética toxicoldgica, como el Ensayo Cometa, a
diferentes organismos expuestos a muestras de agua
tomadas de los Rios Parana y Uruguay. En el area de
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Monitoreo Ambiental del laboratorio se analiza el
daflo genético en organismos acuaticos y su impacto
sobre la salud humana, como consecuencia de la
exposicion a contaminantes urbanos e industriales
presentes en los rios y arroyos de la Provincia de
Misiones.

Para ello se aplican técnicas especificas de genética
toxicologica, como el Ensayo Cometa, uno de los
“biomarcadores genéticos” [1] que son ttiles como
seflales de alerta temprana en cursos de agua
contaminados y, por lo tanto, su analisis resulta de
interés predictivo en evaluaciones de estado de
calidad de cursos hidricos y manejo de cuencas.

El Ensayo Cometa es una técnica donde se cuentan
100 células por cada individuo (de un total de 10-15
individuos por tratamiento). Estas 100 células se
clasifican en distintos subtipos de acuerdo al dafio que
presenten en su ADN. Las 5 clases, que se muestran
en la figura 1, dependen de la intensidad de
fluorescencia y el largo de las “colas de los cometas”
que son equivalentes a la cantidad de ADN
fragmentado o con dafio: Clase 0 (sin dafio, es decir,
no tiene cola); Clase 1 (tamafio de la cola hasta una
vez el diametro de la cabeza); clase 2 (tamafio de la
cola hasta dos veces el diametro de la cabeza); clase 3
(tamafio de la cola hasta tres veces el diametro de la

cabeza) y clase 4 (casi todo el ADN aparece
fragmentado en la cola).

Figura 1. Clasificacion de células en el ensayo
cometa. A: Clase 0; B: clase 1; C: Clase 2; D: Clase
3; E: Clase 4.

El registro y clasificacion de estos tipos celulares se
hace de manera artesanal a través de procedimientos
visuales y luego se realiza un registro manual. Una
vez que se clasifican todas las células en las 5 clases,
debe calcularse un indice de dafio promedio (ID) o
escore de dafio por cada individuo y, a su vez, por
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cada tratamiento (promediando los datos de los 10-15
individuos).

El registro manual que lleva adelante el Laboratorio,
incluye anotaciones en cuadernos del numero de
células en cada clase y luego pasar los datos a una
planilla de Excel para el calculo del score o ID. Recién
a partir de esta instancia los datos son cargados al
programa Infostat® para su analisis estadistico.

De la bibliografia consultada se pueden citar un gran
numero de técnicas y desarrollos que se encuentran en
constante  perfeccionamiento, entre ellos la
clasificacion de una imagen tratandola como un
objeto [2]; la segmentacion por color [3]; la
extraccion de contornos en imagenes digitales es una
operacion que facilita también los procesos de
segmentacion e identificacion de patrones [4], ya sea
para tareas de reconocimiento e interpretacion, como
también de clasificacion de objetos [5]. Las imagenes
se capturan con camara fotografica digital y
microscopio en el Laboratorio de Citogenética
General y Monitoreo Ambiental. El objetivo de este
trabajo es el procesamiento digital de dichas
imagenes, para extraer informacion tutil que pueda
parametrizarse segun la técnica de Ensayo Cometa, a
fin de clasificar las moléculas ADN y realizar un
dataset valido a fin de tener registros histdricos de los
datos recabados y lograr nueva informacion y nuevos
conocimientos.

LINEAS DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO

Actualmente, las lineas de investigacion estan basadas
en la utilizacion de algoritmos matematicos y
computacionales, redes neuronales [6], [7] y
algoritmos neurofuzzy [5], [8] que nos permiten
manejar las caracteristicas del material bioldgico,
logrando:

e Almacenar cada imagen en un archivo para
su posterior procesamiento digital.

e Identificacion y deteccion de imagenes a
través de algoritmos de aprendizaje
supervisado [8], [9].

e Determinar las diferentes zonas: Fondo,
cabezay cola a través de filtros digitales, de
segmentacion de color que se logra al



transformar las imagenes por medio de
funciones matematicas y  algoritmos
computacionales combinados con
algoritmos neuro fuzzy y redes neuronales

e Para la mejora del andlisis de los resultados
obtenidos mediante ensayo cometa (captura,
clasificacion, conteo y gestion de los
resultados). Se usaran técnicas digitales que
combinan  algoritmos matematicos y
computacionales que incluyen fuzzy logic
[10] y redes neuronales [11],[12].

RESULTADOS OBTENIDOS

Actualmente se estudiaron y analizaron mas de 200
imagenes obtenidas a partir de células de diferentes
especies luego de la aplicacion del Ensayo cometa,
logrando realizar primeramente un dataset que nos
permite tener un historico para nuevos estudios y una
clasificacion a través de un prototipo creado y
validado con las imagenes de prueba.

Con la aplicacion de técnicas de clasificacion de
imagenes que tienen un muy bajo margen de error en
cuanto a la deteccion de clases (a través de la
deteccion y distincion de fondo, cabeza y cola, su
medicion y posterior clasificacion) se logra menor
intervencion humana a la hora de procesarlos. En este
caso el desarrollo del prototipo funcional se realiza en
Matlab y se puede ejecutar en Octave. La posibilidad
de ejecucion de los algoritmos en Octave, software
libre de distribucion gratuita, es lo que permite
avanzar con el prototipo y aportar una mejor
performance en la clasificacion y los recursos mas
economicamente convenientes a la hora de evaluar la
implementacion en el laboratorio de Citogenética
(UNaM-IBS- CONICET).

El desempefio final del sistema se evalua mediante
inspeccion visual y métodos de validacion cruzada de
datos. Utilizando K grupos (K-Fold) de datos en los
que estén representados diferentes tipos de clases y
de diferentes especies en cada grupo. En (K-Fold)
donde K representa las interacciones, el error se
calcula de la siguiente manera:

numero de clasificaciones incorrectas

b total de datosdel grupo test

El error final de la validacion es:
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1
Error =Y, E

Se obtiene el siguiente error promedio: Error 7.4%

Conformado de la siguiente manera en cuanto a la
precision:

Clase Error de Precision
Clase 0 0,00%

Clase 1 8.18%
Clase 2 14.3%

Clase 3 14,00%
Clase 4 6.2%

Se espera finalizar la investigacion con el desarrollo

de una aplicacion para celulares que nos permita
capturar, gestionar, clasificar y guardar las imagenes
para lograr una manipulacion de imagenes que se
adapte a las especificaciones del Laboratorio de
Citogenética General y Monitoreo Ambiental
(UNaM-IBS-CONICET) en la deteccion de dafios en
el material genético, planteando como linea de
investigacion futura la posibilidad de trabajar en otros
proyectos que actualmente se llevan a cabo en dicho
Laboratorio.

FORMACION DE RECURSOS HUMANOS
Este proyecto de investigacion forma parte del
desarrollo de la tesis de posgrado, correspondiente a
la carrera de Magister en Tecnologias de la
Informacion dictada por la Universidad Nacional de
Misiones y la Universidad Nacional del Nordeste. La
tesis tiene como estudio de caso una técnica de
analisis utilizada en el Laboratorio, el Ensayo
Cometa, que se encuentra bajo la direccion de la Dra.
Maria Inés Pisarello y se articula con la linea de
investigacion de la Docente Investigadora en el
Instituto de Biologia Subtropical (UNaM-IBS-
CONICET) que lleva adelante la codireccion de la
misma. Esta tesis de maestria no solo aporta
soluciones reales al laboratorio de citogenética en su
linea de investigacion y a las catedras
incluye el aprendizaje de la técnica de ensayo cometa;
sino que ademas en el campo profesional aportan
formacion de recursos humanos especializados en
técnicas de inteligencia artificial.

donde se
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