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Resumen: Este trabajo presenta una técnica de deteccion automatica de micro ndcleos en
células por procesamiento computacional de imagenes utilizando la segmentacion del nicleo
y de micro nucleos. El algoritmo calcula el area de las células identificadas y realiza el
proceso de descarte. Con esta metodologia de identificacion, se producen resultados
incluyendo la posicion de los micro nucleos. Estas estructuras bioldgicas son (tiles para los
biologos para el manejo de aberraciones cromosomicas estructurales. EI método adoptado
consiste en una serie de algoritmos de visién por computadora. Se obtienen por este abordaje
los siguientes resultados experimentales (mediat+a), entre otros, para una base de datos de 75
imagenes: Precision 92.67% + 25.59%; Exactitud: 93,44% + 17.35%; Tasa de Error: 2.67%
+ 16.22%. Las métricas indican que a través de este enfoque se logra, de manera eficiente,
segmentar los micro ndcleos.
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Summary: This paper presents a technique for automatic detection of cell micronuclei by
computer processing of images using the segmentation of the nucleus and micronuclei. The
algorithm calculates the area of the targeted cells and makes the process of elimination.
Several results are obtained through this identification method, including the position of the
micronuclei. These biological structures are useful for biologists to manage structural
chromosome aberrations. The method adopted is a series of computer vision algorithms.
Experimental results obtained throughout this approach, among others, for a base of 75
images are (p+a): Precision 92.67% + 25.59%; Accuracy: 93.44% + 17.35%; Error Rate:
2.67% + 16.22%. These metrics suggest that cell micronuclei can be successfully detected.
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Dentro del campo del tratamiento de imagenes bioldgicas es necesario desarrollar
métodos autométicos de segmentacion, que eviten en lo posible los procedimientos

manuales.

Los métodos manuales presentan dos dificultades importantes: el considerable
esfuerzo de tiempo que precisan, y el error experimental entre operador inherente. La
repetibilidad y rapidez de una segmentacion automatica es especialmente util en modalidades

médicas y de laboratorio que representen datos en forma grafica.

Los micronucleos son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear, se corresponden con
material genético no incorporado correctamente a las células hijas durante la division celular,
reflejan aberraciones cromosémicas y se originan por roturas cromosomicas, por errores
durante la replicacion y posterior division celular del ADN y/o por la exposicion a agentes
genotoxicas. Existen factores capaces de influir o modificar el nimero de microndcleos
presentes en una célula (edad, género, vitaminas, tratamientos médicos, exposicion diaria a

agentes genotoxicos, etc.) [15].

En este articulo se propone un esquema de deteccion de micronucleos de forma

automatica, basado en el procesamiento de imagenes celulares.

La umbralizacion es un método ampliamente estudiado (J.Kittler y J.lllingsworth [6],
N.Otsu [9], K.Wu, D.Gauthier, y M. Levine [13]) para segmentar imagenes. En el caso de
células, la umbralizacién puede parecer un método simple, sin embargo la transicion entre el
objeto y el fondo puede ser difusa por lo que una forma precisa de la célula es dificil de
encontrar, ademas esta técnica, en varios casos, requiere un procesamiento posterior
sustancial. Markiewiczv [7], ha utilizado las cuencas hidrogréficas para la segmentacion de
las células de la médula 6sea, esto se traduce en mas algoritmos de segmentacion debido a
las variaciones de intensidad tanto en objeto y el fondo. Comaniciu et al [2] propuso un
método de cambio promedio para la segmentacion de la imagen celular para diagnostico
depatologia. Geusebroek et al [4] introdujo un método més cercano sobre la base de graficos
vecinos segmentando las agrupaciones de células. Meas-Yedid et al [8] propuso un método

para cuantificar la deformacion de las células con las serpientes.
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Zimmer et al [16] introdujo un método que utiliza activos contornos, el inconveniente
de este método es su incapacidad para hacer frente a la division de células. Kirubarajan et al
[5] muestra la segmentacion y el algoritmo de seguimiento donde el umbral estdndar
combinado con los resultados de clustering en la segmentacion gruesa, que se perfecciono
con el resultado del algoritmo de asociacion y el seguimiento se realiza mediante
modificacion del filtro. Kalman. Althoff et al [3] utiliza la combinacion de vecino més
cercano y la coincidencia de correlacion técnicas. Améalka Pinidiyaarachchi et al [10]
utilizaron algoritmos de subasta. Omar Al-Kofahi et al [1] de seguimiento de las células por
juego de objeto multiple método que utiliza la distribucion de Gauss. Tomohiro Yasuda [14]

et al utiliza el algoritmo de Euclides para el seguimiento a distancia de la célula.

Métodos y procedimientos

En este capitulo se describe el método que se ha utilizado para realizar la deteccion
de micronucleos a través de la segmentacion y cuantificacion de las mismas.

Las imagenes son obtenidas por procedimientos de laboratorio preestablecidos por
investigadores del area de biologia y no han sufrido tratamientos especiales para
inmunofluorescencia. El abordaje para la deteccion automatica de los micronucleos esta
esquematizado en la Figura 1. La imagen en color es transformada a escala de grises.
Seguidamente se filtra la imagen por el filtro de la mediana. El siguiente paso es la
umbralizacion de la imagen por el método de Otsu [9], el cual presenté mejor resultado entre
aquellos probados (Figura 3). A seguir, se realiza la etiquetacién de componentes, por
vecindad 8 conectados. Como resultado, se calcula el rea de cada objeto contabilizando cada
pixel dentro de cada objeto etiquetado. Se eliminan por tamafio los objetos mas grandes y se

contabiliza los restantes considerados microntcleos
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Figura 1: Abordaje para la deteccién automatica de micro nucleos
Resultados experimentales

Para verificar la capacidad de identificar los micronucleos en diversas situaciones, se
han tomado muestras de 25 imagenes en bases de Internet. Ejemplos de las células utilizadas

se presenta en la Figura 2.

La validacién de los resultados se hizo con una especialista de laboratorio en ciencias
veterinarias quien cuantifico los microndcleos presentes y el resultado se compar6 con lo

cuantificado por el algoritmo propuesto.
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La tasa de error promedio en las pruebas realizadas con nuestro abordaje fue de 25%

y una desviacion estandar de error = 12%

Figura 2: Células con micro nicleos  Figura 3: Imagen con micro ndcleos umbralizados
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Nuevo enfoque propuesto

Otro enfoque

La diferencia en las pruebas realizadas con
una muestra de 25 imagenes con nuestro
abordaje fue de 25% v una desviacidn
estandar de error + 12%. Esta tasa de error
se puede bajar si se utiliza una sola base
de imagenes, pues las muestras se fomaron
de diversos sitios de internet.

Formmulacion simplificada del problema
que consiste en detectar y contar aquellos
objetos redondos de alto confraste

(nucleos celulares) que posean a cierta
distancia un "satélite" -otro objeto- de un
area no mayor a un tercio del area del
primero. Etiquetacion de componentes,
por vecindad & conectados.

Permite un analisis mucho mas rapido y

consistente con una calificacion objetiva.

Los resultados indican que en el
conjunto del experimento, la diferencia
entre el algoritmo propuesto y la
contabilidad manual es de un 3%. Se
parte de la muestra de un total de 16
imagenes por cada jornada de
experimento.

Para la contabilidad de los nucleos y
superar el inconveniente del
solapamiento de éstos, se recurre a la
informacion del contorno celular a
través del gradiente morfologico, junto
al postprocesado de la etapa de
umbralizacion, lo que produce un
esfuerzo computacional mayor. Platero

etal [12]

Tablal: Comparativo de enfoques
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Exposicion de resultados

Para verificar la capacidad de identificar los microndcleos en diversas situaciones, se han
adquirido muestras de 75 imagenes para validacion de los resultados en distintas bases de datos
como se observa en el anexo B. La validacion de los resultados se hizo con una especialista de
laboratorio en Biologia quien cuantifico los microndcleos presentes y el resultado se compard
con lo cuantificado por el algoritmo propuesto.

En el abordaje propuesto no solo se evalu6 el porcentaje de verdaderos positivos (VP), sino que
también se tuvieron en cuenta las métricas de Precision (P), Accuracy o Exactitud (A),
Sensibilidad (S) y la Tasa de Error (TE).

Esto no solo se refleja en los VP sino también en los FN, FP y VN, he aqui la descripcion
de las métricas:

Un verdadero positivo VP es un MN (micronucleo) detectado por el sistema a través del

proceso de segmentacion.
Los falsos negativos FN son MN que no fueron segmentados por el abordaje propuesto.

Los falsos positivos FP se consideran células que fueron segmentadas como MN. Un
verdadero negativo VN son células que no fueron segmentadas como MN, es decir, el sistema
supo diferenciar entre MN y célula. Precision o valor predictivo positivo mide la eficacia real de
una prueba, son probabilidades del resultado, es decir, dan la probabilidad de que se tenga un
MN en la célula, devuelve 1 en caso de segmentacion perfecta, posee la siguiente ecuacion:

VP
VP + FP
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Accurracy o exactitud retorna el valor 1 en caso de una segmentacion perfecta y puede ser

descripta por la siguiente ecuacion:

VP +VN
VP +FN+FP+ VN

Sensibilidad o razon de verdaderos positivos es la probabilidad de clasificar correctamente un
MN, es decir, es la capacidad de segmentar un MN, devuelve un 1 en caso de segmentacion

perfecta, esta es su ecuacion:

FP
VP + FN

Tasa de error devuelve el valor 0 en caso de segmentacion perfecta, se muestra en la siguiente

ecuacion:

FP
VP + FN
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Tabla 2. Evaluacion del abordaje propuesto a partir de las 8 métricas (en porcentaje)

VP FP VN | FN P A ) TE

Micronucleos | 89.43 | 2.67 | 97.33 | 10.57 | 92.67 | 93.44 | 89.43 | 2.67

Desviacion

Estandar 27.50 | 16.22 | 16.22 | 27.50 | 25.59 | 17.35 | 27.50 | 16.22
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Conclusiones

En la investigacion realizada podemos afirmar que el abordaje propuesto plantea una
solucién a través de algoritmos para la deteccién automética de microndcleos en células,
constituye una nueva opcion ya que el software producido en el exterior es propietario y con

un alto costo para el que quiera implementarlo.

Los resultados experimentales se presentan satisfactorios: Precision 92.67% =+
25.59%; Exactitud: 93,44% * 17.35%; Tasa de Error: 2.67% £ 16.22% sientan la base para
la implementacion de una nueva alternativa de un software sélido y confiable para los
profesionales del area.

La pregunta de investigacion ¢Es posible desarrollar un proceso eficiente para
detectar microndcleos en células utilizando el procesamiento digital de iméagenes?, se logro
responder en forma positiva ya que el abordaje propuesto tuvo éxito en la segmentacion de

micronucleos sobre la base de imagenes.

La hipotesis, “La deteccion automatica de microntcleos en células permitira la
cuantificacion de las mismas en forma eficiente” es aprobada ya que el enfoque propuesto

agiliza el proceso de conteo de microndcleos de forma eficiente.

El objetivo general y los especificos se lograron ya que el procedimiento esta basado
en procesamiento digital de iméagenes de células con el uso de distintos algoritmos, se logro
identificar los micronucleos a través de su morfologia y cuantificar las mismas, los resultados

fueron tabulados de acuerdo a técnicas estadisticas.

Como fortaleza se vio la capacidad del algoritmo de adaptarse a una base de datos
muy heterogénea, ya que no habian sido tomadas en las mismas condiciones (dispositivos de

captura, resolucion, tipo de células, distancias, etc.),
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Como futuro trabajo se propone implementar algoritmos més robustos, en los cuales
se podria incluir el reconocimiento de formas (circulos) utilizando la transformada de Hough

para intentar mejorar las métricas obtenidas.

Por otra parte se plantea la division en grupos semejantes (como tamario, tefiido,
acercamiento) del total de la base de datos para contrastar con el desempefio de la base de

datos de prueba.

También se sugiere ampliar la base datos, pero utilizando imagenes de bases mas

homogéneas, para poder confrontar con la metodologia utilizada en esta investigacion.
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