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Resumen. La clectroforesis capilar (EC) es una técnica de separacion que, basada en la quimica
analitica, proporciona un mapa detallado (sefial en el tiempo) de las sustancias que conforman una
muestra bioquimica, representando las sustancias por picos donde la amplitud de los picos esta
relacionada con la concentracion de las sustancias en la muestra. Su valor radica en la capacidad de
separar macromoléculas de interés en las areas de biomédica, biofarmacéutica, alimentos, asi como en
el area de control ambiental. Debido a la poca reproducibilidad inherente en las sefales
electroforéticas, el andlisis de los electroferogramas estd basado en procedimientos visuales y
manuales, tanto para el reconocimiento de patrones como para la medicion de la concentracion de las
sustancias. En consecuencia, un método automatizado para la visualizacion y analisis de
electroferogramas resulta ser altamente deseable. En este trabajo se presenta una herramienta para el
procesamiento y analisis de sefiales provenientes de electroforesis capilar (EC). En dicha herramienta
los datos electroforéticos son previamente acondicionados en el dominio wavelet. Dicho
acondicionamiento involucra correccion de linea base, deteccion de zona de actividad, eliminacion de
saltos abruptos y reduccion de componentes ruidosos. Se empled para su desarrollo herramientas de
software libre y de codigo abierto como wxWidgets (herramienta de visualizacion), ofreciendo una
interfaz amigable, de facil manejo, intuitiva, que permite satisfacer los requerimientos informaticos a
los médicos e investigadores en la interpretacion de los electroferogramas. Para ello cuenta con una
serie de opciones tanto de procesamiento como de visualizacion, integradas en pestafias verticales,
barras horizontales (menu de opciones y herramientas de acceso rapido) y areas de graficacion donde
se muestran los registros originales y los procesados. Adicionalmente, la herramienta cuenta con un
manual de usuario elaborado empleando técnicas de multimedia donde se muestra el funcionamiento
de la aplicacion. La programacion modular de la herramienta facilita el mantenimiento del software
implementado asi como el desarrollo a futuro por parte de terceros quienes podran incluir nuevos
modulos de procesamiento y/o visualizacién 6 modificar los existentes sin mayores complicaciones.
Esta herramienta corre en Windows 95/98/2000/NT/XP en un computador con un minimo de recursos,
ofreciendo la ventaja adicional de poder ser instalado en distintos sistemas operativos como
Windows® y UNIX/Linux.
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1 INTRODUCCION

La electroforesis capilar (EC) es una técnica de separacion que, basada en la quimica
analitica de interés, proporciona un mapa detallado de las sustancias que conforman la
muestra. El registro resultante es un electroferograma en el cual se representa cada sustancia
por una forma de onda similar a una campana de Gauss en donde la amplitud de cada pico
esta relacionada con la concentracion de cada sustancia (Ceballos, 2005). Su valor radica en la
alta resolucion al separar macromoléculas de interés en las areas de biomédica (en el campo
de las proteinas, péptidos, ADN, andlisis de liquidos de perfusiéon, monitoreo de drogas,
marcadores genéticos tumorales y neurobioquimicos, y pericias forenses), biofarmacéutica
(control de calidad de productos farmacéuticos y biotecnoldgicos, quimioterapicos y de
estructura quiral), alimentos (fraccionamiento y cuantificacion de aminoacidos, hidratos de
carbono, 4acidos organicos, aditivos y contaminantes) asi como en el area de control ambiental
(identificacion de contaminantes y sus metabolitos, pesticidas, metales pesados e
hidrocarburos). Debido a la poca reproducibilidad inherente en el proceso de EC, actualmente
el andlisis de los registros electroforéticos esta basado en procedimientos asistidos, tanto para
el reconocimiento de patrones como para la medicion de la concentracion de las sustancias.
En consecuencia, un método automatizado para la visualizacion y andlisis del
electroferograma resulta ser altamente deseable.

En este trabajo se presenta una herramienta para el andlisis y acondicionamiento de
registros electroforéticos conformada por dos modulos. El primero, denominado “Moédulo de
Acondicionamiento ELF (Electroforético)”, permite el pre-acondicionamiento y visualizacion
de electroferogramas basado en la Transformada de Wavelet, el segundo mdédulo denominado
“Modulo de Reconocimiento de Patrones ELF” tiene como finalidad proveer al especialista
una serie de herramientas que le permita realizar el reconocimiento de patrones en
electroferogramas acondicionados (generados por el primer modulo) mediante técnicas
basadas en programacion dindmica en el dominio wavelet. La aplicacion estd enmarcada
dentro de un proyecto de desarrollo de herramientas de software libre para brindar soporte
visual a los médicos e investigadores en la interpretacion de los electroferogramas,
proporcionar componentes reutilizables para cualquier aplicacién o sistema que lo requiera,
asi como también servir de base para continuar estudios en el drea de electroforesis capilar. La
aplicacion implementa, usando software libre, los algoritmos de preprocesamiento propuestos
en Ceballos, Paredes y Hernandez (2008), como lo son: limpieza, correccion de linea base,
aproximacion por gaussianas y reconocimiento de patrones en el dominio wavelet usando
programacion dindmica, bajo un ambiente de interfaz grafica amigable.

La entrada al modulo de “Acondicionamiento ELF” es un archivo que contiene la sefial
temporal del registro electroforético generado por un equipo de electroforesis capilar. Una vez
que el electroferograma es cargado y procesado puede ser visualizado en el dominio temporal,
el usuario puede cambiar los pardmetros de procesamiento tales como el nivel de
descomposicion wavelet, umbral de denoising, parametros asociados a la aproximacion en
gaussianas, entre otros. El electroferograma pre-acondicionado constituye la entrada para el
segundo mddulo en el cual se aplican técnicas de reconocimiento de patrones, visualizdndose
el patrén seleccionado, el patrén encontrado en un conjunto de registros electroforéticos pre-
acondicionados, el alineamiento, el indice de similitud entre el patron seleccionado y
encontrado, y curva de variacion de concentracion de sustancias. Al igual que en el primer
modulo, en el segundo modulo el usuario puede definir los pardmetros para el reconocimiento
de patrones como penalizacion en la insercion de espacios para los alineamientos, rigurosidad
en el alineamiento, banda de ubicacién esperada, entre otros.
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Adicionalmente, la herramienta ofrece numerosas ventajas entre las que se pueden citar:
puede ser ejecutada en equipos personales con un minimo de requerimientos, es
multiplataforma y posee una interfaz grafica amigable al usuario. Esto se logra gracias al
caracter hibrido de la aplicacion pues se emplean para su implementacion la herramienta de
software libre wxWidgets, por lo que es accesible econdémicamente, en comparacion con otros
sistemas de visualizacion de electroforesis capilar que requieren la adquisicion de costosas
licencias (wxWidgets, 2007).

2 MARCO TEORICO

La Electroforesis es una técnica de separaciéon de compuestos quimicos de alta resolucion,
que se basa en la migracion de las moléculas segiin su masa y carga eléctrica, como resultado
de la accion de un campo eléctrico (Pérez, 2000). La técnica de electroforesis es una de las
mas ampliamente empleadas en laboratorios de Biotecnologia (en cualquiera de sus campos
y/o lineas de investigacion), ya que no solo se usa como técnica preparativa sino como técnica
principal. Ademas, sus aplicaciones contemplan todo un amplio abanico de areas o campos de
accion: salud, medicina forense, criminalistica, antropologia, evolucion, estudios de
parentesco, en la industria en sus diferentes areas: alimenticia, ambiental, farmacéutica, de
cosméticos, entre otras. Esta técnica es particularmente importante por sus implicaciones en
el Proyecto Genoma Humano (CCS, 2007).

Se utiliza en dos modalidades distintas: Electroforesis Convencional en gel y Electroforesis
Capilar (EC). En la primera, las separaciones se llevan a cabo sobre una capa delgada y plana
de un gel semisdlido y poroso que contiene un tampon acuoso en el interior de sus poros,
dando origen a una imagen donde se visualizan las sustancias en forma de zonas tefiidas. En la
Electroforesis Capilar la separacion se lleva a cabo en un tubo capilar muy delgado. Cuando
se aplica un campo eléctrico elevado a este tubo, la muestra migra a lo largo del capilar a la
vez que sus componentes se separan y eluyen de la columna a intervalos diferentes. Esta
técnica presenta mejoras sustanciales respecto a la electroforesis convencional en gel,
principalmente en cuanto a los pequefios volumenes de sustancia necesaria para el estudio (en
el orden de los nanolitros) y la rapidez con que se obtienen los resultados del andlisis.

Una de las ventajas de la EC sobre otras técnicas de separacion es que requiere de una
instrumentacion relativamente simple: una fuente de alto voltaje, un capilar cuyos extremos se
encuentran sumergidos junto con dos electrodos en dos viales que contienen una solucidén
amortiguadora, un fotodetector y un sistema de adquisicion de datos, tal como se ilustra en la
Figura 1.

Los volumenes de la muestra a analizar son extraordinariamente pequefios, tomando
valores entre 0,1 a 10 nl. Los equipos de Electroforesis Multicapilar (Electroforesis Capilar,
2007), por otro lado, poseen la capacidad de llevar a cabo el proceso de electroforesis en
varios capilares simultaneamente, permitiendo el analisis de mayor cantidad de muestras en el
tiempo y por ende la generacion de grandes volimenes de datos.

Los datos obtenidos en una corrida de Electroforesis Capilar se representan en un
Electroferograma, que es una grafica de intensidad (de emisiéon de UV, o fluorescencia) en
funcion del tiempo (en minutos). La duracidon de una corrida suele ser entre 9 y 45 minutos y
tiene el aspecto que se observa en la Figura 2. Cada pico corresponde a una sustancia en
particular. La ubicacion de una sustancia en el tiempo depende de su relacion carga/masa, las
sustancias ionizadas positivamente (izquierda) son detectadas por el sensor antes que las
sustancias ionizadas negativamente (derecha). La concentracién de una determinada sustancia
se calcula midiendo la altura del pico respectivo o el area encerrada por la correspondiente
curva. En un experimento es comun realizar varias corridas obteniéndose varios
electroferogramas con los cuales se puede observar y medir las variaciones de concentracion
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de determinadas sustancias bajo diferentes condiciones de estudio, por lo que generalmente
existen patrones de picos, como el que se muestra en la Figura 2, que pueden repetirse con
cierto grado de similaridad en los electroferogramas producto de un mismo experimento.

Sistema de registro

Capilar
hSistema de deteccion
Anodo | // \ Ciatodo

Vial fuente Vial mues Vial destino

Generador de
alto voltaje

Figura 1. Esquema de un sistema de Electroforesis Capilar.

Existen varios factores que afectan la reproductibilidad de los resultados de los anélisis,
por ejemplo: la forma fisica que tienen los extremos de los capilares, el acondicionamiento del
capilar antes de ser utilizado, la calidad del fluorecente, asi como las condiciones en que se
mantienen los capilares cuando no se utilizan. Su efecto se refleja en la calidad de inyeccion,
tiempos de migracion distintos para una misma sustancia, asi como presencia de picos con
largas colas en los resultados. Experimentalmente se ha comprobado que cuando se utilizan
capilares de silice fundida, un acondicionamiento inicial al pH alcalinos es suficiente para
obtener un valor constante de movilidad electroosmoética y una reproductibilidad satisfactoria
de los tiempos de migracion (Electroforesis Capilar, 2007).

Figura 2. Patrén en varios electroferogramas.
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3 RECONOCIMIENTO DE PATRONES EN ELECTROFORESIS CAPILAR

El andlisis de grandes volumenes de datos electroforéticos requiere la implementacion de
técnicas de reconocimiento que permitan, de manera rapida y confiable, detectar la presencia
6 no de determinada sustancia para su posterior medicion. Partiendo del concepto mas
elemental, el reconocimiento de patrones tiene como finalidad la clasificacion de objetos en
un numero de categorias o de clases. Dependiendo de la aplicacion, estos objetos pueden ser
imagenes o formas de onda de una sefial o cualquier tipo de medidas que necesiten ser
clasificadas (Roa, 2002). En nuestra aplicacioén en particular, se esta interesado en reconocer
patrones (picos sucesivos) de sustancias presentes en la muestra a analizar.

En general, el reconocimiento de patrones como los observados en la Figura 2, se realiza
de manera visual por parte del especialista. Observe, en la Figura 2, que la similaridad se ve
gravemente afectada por la poca reproducibilidad inherente a la EC y la variacién importante
de la concentracién de una o varias sustancias (picos) en el patron, por lo que el
reconocimiento de patrones en este tipo de sefiales es un problema de investigacion que
presenta innumerables retos. Note que los picos no miden exactamente lo mismo en todos los
electroferogramas, es decir, no son de la misma altura o no encierran la misma area, no se
encuentran ubicados en los mismos instantes de tiempo y no estan separados unos de otros
por la misma diferencia temporal en los electroferogramas. Estas caracteristicas hacen que el
proceso de reconocimiento de patrones en forma automatica, sea mas complicado que en otros
tipos de sefiales con menor variabilidad, fallando las técnicas tradicionales de reconocimiento.

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Preprocesamiento con Wavelets

En este trabajo se usa la transformada wavelet discreta como una herramienta de
procesamiento de sefiales para hacer analisis multiresolucion (reducir la dimension de los
datos sin perder la informacidon relevante para el reconocimiento de patrones en los
electroferogramas), para detectar eventos temporales y para la supresion de ruido. En su
forma mas general, una sefial discreta x(k), se puede representar como una combinacion

lineal de funciones contraidas en tiempo y desplazadas a lo largo del tiempo (Burrus,
Gopinath y Guo, 1998), como se observa en la Eq. (1):

2/0-1 N-12/-1
x(k)= cho,kq)jo»k (1) + Z Zdj’k‘l’j’k(t) conj,keZ" )
k=0 J=Jo k=0

Donde C; ,son los coeficientes de escala o de aproximacion a menor resolucion 'y d
son los coeficientes wavelets o de detalles. @, ,(z) Es la funcion escalar desplazada al
instante &, ‘¥, (¢) es la wavelet madre (Mallat, 1989).

En este trabajo se empled la wavelet Symlet4. La familia de wavelets Symlet surge de
modificaciones sobre la familia db (Daubechies) para obtener un mayor grado de simetria en
la forma de onda de la wavelet, la Symlet4 se caracteriza por poseer un momento de
desvanecimiento para la funcion wavelet de cuarto orden, es de soporte compacto y
biortogonal.
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Aunque la escogencia de una familia de wavelet pudiera considerarse que depende de la
aplicacion en estudio, en este trabajo se adoptd la wavelet probada en Weidong, Xiaoyan,
Xiurong y Erkang (2003), donde mostraron tener un buen desempeiio para el andlisis de
Electroferogramas.

Para esta aplicacion se usa la transformada wavelet a fin de disminuir la resolucion del
electroferograma asi como para su limpieza y posterior procesamiento. En particular, para
hacer la deteccion de patrones usando programacion dinamica se usardn los coeficientes de

aproximacion en el nivel 4 de descomposicion, en el cual se preserva en gran medida la forma
4

de la sefal original y a la vez una reduccion de la dimension de los datos en un factor de 2 y
un suavizamiento en la forma de la sefial, producido por el proceso de filtrado pasabajo
sucesivo implicito en la descomposicion Wavelet.

Es posible probar que la correspondencia temporal entre el numero de coeficiente de
aproximacion del nivel 4 y la muestra asociada de la sefial original es dado por la Eq. (2):

P =k2/ - /122‘; para k= 2\ (2)

orig
i=1

donde P  corresponde al nimero de muestra en la sefial original (posicion temporal en el

orig

electroferograma), & es la posicion o numero de coeficiente de aproximacion o de detalle en el
nivel de descomposicion j y A viene dada por la Eq. (3) :

J 1 Para coeticientes de aproximacion 3)

T 1_2 Para coeficientes de detalle

4.2 Codificacion a caracteres

Luego de aplicar Wavelets en el electroferograma (Ceballos, Paredes y Hernandez, 2008),
para reducir la dimension de los datos, eliminar ruido y limitar la zona de blisqueda, se aplica
programacion dindmica para la busqueda del patron. En este trabajo se realizd una
transformacion de cada valor numérico (coeficiente de aproximacion) a un caracter para
posteriormente aplicar los algoritmos de alineamiento local similar a como se hace en
Bioinformatica (en base a cadenas de caracteres). La codificacion propuesta se define asi: Sea
Y(n)eR los coeficientes de aproximacion de la sefial a un nivel j-enésimo de

descomposicion Wavelet, donde R denota el conjunto de los nimeros reales. Sea Q= {M, L,
P, Car(i)} para i=1,2,...,y el conjunto de caracteres a ser usado en la codificacion, donde Car
es un vector cuyos elementos son caracteres y y es el nimero de niveles de cuantizacion para
la altura de los picos. La funcion de codificacion a caracteres G se define en la Eq. (4):

( GY(n) =M si (¥'(n)>0) & (F'(n+1) > 0)
G(Y(n)=L si (M =0&F'n+D)=20) A
G: R 20| G(Y(n)) =P si (F'(n)<0)&(¥'(n+1)<0) ()

Fim

G(Y(m)) = C’m'i {y J ‘ si (F)>0& T (r+1)<0)

pp
\ i

donde & representa el operador 16gico AND, m,, es el tope de altura de pico para el conjunto

de datos, en el presente trabajo se utilizd una altura maxima de 4000 pues se observo que los
valores de los electroferogramas no sobrepasaban dicho valor y se consideraron 8 niveles de
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cuantizacion ( y =8). El simbolo LxJ denota el mayor entero menor o igual a x y

Y'(n) representa la derivada discreta. En este estudio, se explota la informacion relacionada a

las pendientes de la senal del cuarto nivel de aproximacion wavelet asi como una cuantizacion
de multiples niveles asociados a los picos del electroferograma (Ceballos, Paredes y
Hernandez, 2008).

4.3 Algoritmo de Alineamiento local con heuristica

Para aplicar el algoritmo de alineamiento local, es necesario codificar a secuencias de
caracteres el patron a buscar y los electroferogramas en los que se realizard la busqueda, de
acuerdo a la metodologia de codificacion descrita en la seccion anterior y detallada en
Ceballos, Paredes y Hernandez (2008).

Los parametros propios del algoritmo de alineamiento local de Smith & Waterman (1981),
PenallnsEspacio, PenalExtEspacio y la matriz de sustitucion se definieron de la siguiente
manera: PenallnsEspacio = - § PenalExtEspacio = -7

Matriz de Sustitucion:

16 | 14

2121 -2418]20)22]124)122]20) 18] 16

2| 2| -2§16]118120(22]124|22]120] 18

2121 -2014]116]118]120])122]24]22]20

2| 2| 2812114116 [ 18|20 22]24] 22
2212410112114 16]18]20]22] 24

TG |m|m O |0 |W |»|r |o =
()
(N
[}
]
]
]
(%]
(X
B
&)
(%]
¥
=
=

Como se puede observar en la matriz de sustitucion; donde M, P, L corresponde a la
codificacion en caracter de la seial wavelet si el crecimiento de la sefial es positivo, negativo
6 un punto minimo local, respectivamente, mientras que los caracteres {A, B, C, D, E, F, G,
H} corresponde a una cuantizacion uniforme de los picos del electroferograma, se puede
observar que la coincidencia de un pico con otro de tamafio similar en el alineamiento se
premia con un maximo puntaje (24 en este caso), mientras que si las alturas difieren se va
disminuyendo (proporcionalmente a la diferencia) el puntaje asignado al apareamiento de los
picos.

Adicionalmente, se puede notar en la matriz de sustitucion que a los caracteres
pertenecientes a Car se les asigna un Puntaje de coincidencia segun la Eq. (5) :

Score(Car(i), Car(j)) = Mscore—|i— j (Mscore —mscore) (5)

r—1

¥

donde Mscore es la maxima puntuacion, asignada a la coincidencia de picos con amplitudes
muy similares (en este caso 24), mscore es el puntaje asignado a la coincidencia de un pico de
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minima amplitud con uno de maxima amplitud (10, en este caso) y y, que este caso toma el
valor 8, es el nimero de niveles de cuantizacion de los picos del electroferograma.

4.4 Aproximacion mediante gausianas

Para realizar la aproximacion mediante suma de gausianas de las sefiales electroforéticas,
se prestard atencion en el calculo de los pardmetros de las gausianas iniciales al proceso de
optimizacion. El método de optimizacion iterativo (minimos cuadrados no lineal) para obtener
los parametros finales serd el de Region de Confianza (Ceballos, Paredes y Hernandez, 2008).

Cada gausiana, representativa de un pico o sustancia en particular en el electroferograma,
se encuentra caracterizada por 3 parametros a saber, p es el pardmetro de localizacion, ¢ el de
dispersion y A el de amplitud, tal como se muestra en la Figura 3. La aproximaciéon de una
sefal mediante la combinacion lineal de n gausianas esta caracterizada por los parametros K,

o6 yAparai=1,...,n, métodos de optimizacion iterativos para determinar estos pardmetros,
i i g

como el utilizado en este trabajo (Region de Confianza), requieren de parametros iniciales a
partir de los cuales comenzar el proceso iterativo. Es de hacer notar que mientras mas exactos
sean los valores iniciales, es decir mas cercanos a los que se obtendran del proceso iterativo,
menor numero de iteraciones se necesitaran para obtener los parametros finales y por tanto
menor tiempo de calculo se requerira para la aproximacion mediante gausianas, por ello en
este trabajo se utilizdo como método para el calculo de los pardmetros iniciales el analisis de la
segunda derivada (Ceballos, 2005).

1
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Figura 3. Parametros de localizacion, dispersion y amplitud de una gausiana

5 MODULO DE PROCESAMIENTO Y MODULO DE RECONOCIMIENTO

El primer médulo Acondicionamiento ELF, permite el procesamiento y visualizacion de
registros electroforéticos. Consiste en dar como entrada a la herramienta un electroferograma
proveniente de un equipo electroforético. Una vez que el electroferograma es cargado y
procesado (con los parametros de procesamiento seleccionados por el usuario), se visualiza la
linea base, la sefial original sin ruido, asi como las sefiales tipo gausiana cuya superposicion
lineal se aproximan al registro original. Luego que el electroferograma es acondicionado
puede ser procesado por el segundo mddulo (Reconocimiento de Patrones), visualizdndose el
patron seleccionado, el patrén encontrado, el alineamiento, el indice de similitud entre el
patron seleccionado y encontrado, curva de variacion de la concentracion de una determinada
sustancia para diferentes electroferogramas. Al igual que en el primer mddulo, el usuario
puede definir los pardmetros para el reconocimiento de patrones como penalizacion en la
insercion de espacios para los alineamientos, rigurosidad en el alineamiento, banda de
ubicacion esperada, entre otros. Estos resultados se pueden guardar a disco asi como el
entorno de trabajo (parametros con los cuales se proceso el electroferograma).
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El primer moddulo consta de tres etapas fundamentales. En primer lugar el pre-
procesamiento de los datos utilizando andlisis multiresolucional basado en la Transformada
Wavelet, herramienta mediante la cual se reduce la dimension de los datos, se eliminan
componentes ruidosos, y se eliminan zonas innecesarias para el analisis de los
electroferogramas. En segundo lugar estd el reconocimiento de patrones utilizando
Programacion Dinamica mediante el Algoritmo de Alineamiento Local (Smith & Waterman ,
1981) para lo cual se hace necesaria la codificacion de las sefiales a caracteres y se
implementan algunas optimizaciones a fin de determinar el mejor alineamiento entre los
registros electroforéticos. Y en tercer lugar, la aproximacion de los electroferogramas
mediante suma de gausianas, para mejorar la precision en la medicion de las alturas de los
picos, encontrar una representacion aproximada del electroferograma usando un modelo
paramétrico que permita la deteccion de sefiales con tiempos de migracion parecidos.

6 DISENO DE LA HERRAMIENTA

La seleccion de la herramienta de visualizacion se realizd de acuerdo a las exigencias

requeridas para el desarrollo de la aplicacion, destacandose entre ellas:

Interfaz amigable con el usuario.

Répido desarrollo.

Independencia de plataforma.

Estructura orientada a objetos (OO).

Licencias de las librerias de software que no restrinjan o condicionen los términos que
tendra la licencia del software a desarrollar.

Por tal razon, se decidio utilizar wxWidgets como herramienta de visualizacion, en su
version 2.8.0, que es la version estable mas reciente. Se examinaron otras herramientas tales
como GTK (Gtk, 2007), Qt (Qt, 2007), Fltk (Fltk, 2007), siendo wxWidgets la herramienta
que satisface las exigencias del disefio. En cuanto al lenguaje de programacion se decidio
utilizar C++, pues permite que la aplicacién no dependa de una plataforma en particular. En lo
que se refiere al entorno de desarrollo para la implementacién del sistema, se selecciono
wxDevCpp (wxDevCpp, 2007), debido a que ofrece una interfaz amigable para el
programador, funcionalidad para la depuracion de programas y permite trabajar en un
ambiente orientado a objetos, el cual es el area de trabajo de la herramienta de visualizacion
seleccionada.

La biblioteca wxWidgtes, soporta varios sistemas operativos, a saber: Windows® / Unix /
Mac, entre otros, pero con la particularidad que de acuerdo a la plataforma en que se ejecute
la aplicacion, ésta tomard la apariencia del sistema operativo donde se esté ejecutando. Posee
funcionalidades para muchos aspectos aparte de la construccion de interfaces graficas, como
graficos 2D, 3D con OpenGL, Bases de Datos (ODBC), Redes, Impresion, Hilos, entre otras
(wxWidgets, 2007).

7 RESULTADOS

La aplicacion desarrollada a lo largo de este trabajo, es una herramienta para el
procesamiento de los registros electroforéticos orientada a objetos, disefiada con la intencion
de satisfacer las necesidades de sus usuarios mediante el uso de una interfaz sencilla y flexible
a sus requerimientos. Para ello cuenta con una serie de opciones tanto de procesamiento como
de visualizacion, integradas en pestafias verticales, barras horizontales (titulo, panel,
herramientas) y un area de graficacion donde se muestran los registros originales y los
procesados, ver Figura 4 para mayores detalles.
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7.1 Primer Modulo: Acondicionamiento

La barra de Menu (superior izquierda) de la Figura 4 permite al usuario manejar todo lo
concerniente a Archivos (Abrir, Guardar, Imprimir y Vista Previa), Editar (Deshacer,
Rehacer, cambiar color de fondo del area de graficacion (background), definir color y tipo de
linea), Ver (Habilitar o deshabilitar las areas de trabajo), Grafica (herramienta de mano:
paneo, acercarse (zoom in), alejarse (zoom out), definir leyendas, entre otros), Configuracion
(archivo leido, archivo acondicionado), asi como también consultar la Ayuda de la aplicacion.
Adicionalmente existe una barra de acceso rapido (parte inferior de la barra de Ment) a las
operaciones mas frecuentes como por ejemplo: abrir y guardar archivos, vista previa,
impresion, herramienta de seleccion, herramienta de mano, Alejarse/Acercarse a la grafica,
rehacer, deshacer, ayuda, entre otros. En la parte superior izquierda de la ventana se muestra
el area de graficacion, en ella se visualiza el electroferograma original (parte superior) en la
escala tiempo vs amplitud, el electroferograma procesado (parte inferior), asi como un area
informativa (debajo del area donde se visualiza el electroferograma procesado) donde se
muestran reportes del estatus de la aplicacion en la medida que va procesando los
electroferogramas.
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Figura 4. Modulo para el Procesamiento y Visualizacion de Registros Electroforéticos

En la Figura 6 se muestra un ejemplo tipico de como se ve el electroferograma original y el
procesado, asi como también un reporte del estatus de la aplicacion. Cabe destacar que el
color del background, color y tipo de linea son facilmente configurados por el usuario.

En el sector superior derecho de la ventana aparecen un conjunto de pestafias a través de
las cuales el usuario puede definir los pardmetros mas apropiados para iniciar el
procesamiento de los electroferogramas.
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Figura 6. Visualizacion de un electroferograma original, su resultado y el area de comentarios, cambiando el
color de fondo del area de graficacion, tipo y color de linea.
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La Figura 7(a) muestra la pestaia de parametros Wavelet, en ella el usuario define: el nivel
de resolucion al cual se realizard la descomposicion wavelet y en el cual se va a hacer el
reconocimiento de patrones, habilita/deshabilita la limpieza del ruido en el electroferograma,
selecciona el nivel de resolucion en el cual se va a hacer la limpieza y especifica el factor que
controla la cantidad de ruido a ser eliminado de la sefial (Ceballos, Paredes y Hernandez,
2008).

A través de la pestafia Linea Base, mostrada en la Figura 7(b), el usuario puede: habilitar la
correccion automatica de linea base, variar pardmetros de control en el procedimiento
automatico descrito en Ceballos, Paredes y Hernandez (2008). Adicionalmente, permite hacer
una correccion asistida sobre la linea base escogiendo manualmente aquellos puntos del
electroferograma que pertenecen a la misma.

La pestafla de parametros Gausianas mostrada en la Figura 7(c) permite: visualizar la
representacion de electroferograma mediante suma de Gausianas, definir el nivel de
resoluciéon Wavelet en el cual se realizara la aproximacion mediante Gausianas, y establecer
el umbral del electroferograma por debajo del cual no se realizard aproximacion por
gausianas, eliminar gausianas no deseadas en el resultado, entre otros.
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Figura 7. Pestafias de configuracion de parametros (a) Parametros de Procesamiento Wavelet, (b) Parametros de
Procesamiento Linea Base, (¢) Parametros de Procesamiento Gausianas.

Como valor agregado a la aplicacion, ésta puede ser ejecutada en equipos personales con
un minimo de requerimientos (procesador Pentium IV, de 3 GHz y 1Gb de memoria RAM),
usando versiones de Windows® igual 6 mayor a Windows® 95, 6 usando otros sistemas
operativos como Linux 6 Unix. Esto se logra gracias al caracter hibrido de la aplicacion pues
se emplean para su implementacion algunas herramientas de software libre y algunas de
codigo abierto como wxWidgets (herramienta de visualizacioén), por lo que es accesible
econdmicamente, en comparacion con los sistemas de visualizacion de los registros
electroforéticos existentes en el presente.

7.2 Segundo Mddulo: Reconocimiento de patrones

Al igual que el médulo anterior, el médulo Reconocimiento ELF (ver la Figura 5) cuenta
con una barra de Menu (superior izquierda) la cual le permite al usuario manejar todo lo
concerniente a Archivos (Abrir, Guardar, Imprimir y Vista Previa), Editar (definir el color de
fondo del area de graficacion (background), color y tipo de linea), Ver (Habilitar o
deshabilitar vista del area de trabajo), Grafica (herramienta de mano: paneo, acercarse (zoom
in), alejarse (zoom out), establecer leyendas sobre los graficos, entre otros), asi como también
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consultar la Ayuda de la aplicacion. Adicionalmente existe una barra de acceso rapido
(debajo de la barra de Menu) a las operaciones mas frecuentes similar a la aplicacion descrita
anteriormente.

En la parte superior izquierda de la ventana de la Figura 5 se muestra el drea de graficacion
del archivo de referencia, en ella se visualiza el electroferograma acondicionado en el cual se
seleccionara el patron que se desea buscar en un conjunto de -electroferogramas.
Adicionalmente, se tiene el area de graficacion de los archivos donde se busca el patron, area
de graficacion del patron buscado y encontrado, ambos alineados, el indice de similitud entre
el patron buscado y el patron encontrado, y la curva de medicion de picos la cual refleja la
tendencia que sigue la concentracion de una sustancia especifica ante cambios en las
condiciones del experimento, asi como un area informativa del estatus de la aplicacion.

En la Figura 8 se muestra un ejemplo tipico de como se ve el electroferograma
acondicionado de referencia y el procesado, asi como también un reporte del estatus de la

aplicacion.
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Figura 8. Visualizacion de un archivo electroforético de referencia donde se selecciona el patron de interés, su
resultado y el area de comentarios.

En el area superior derecha de la ventana aparecen un conjunto de pestafias a través de las
cuales el usuario puede definir los parametros mas apropiados para iniciar el procesamiento
de los electroferogramas.

La Figura 9(a) muestra la pestafia Patron, la cual le permite al usuario seleccionar el patron
en el archivo de referencia. Asi, al activarse la opcion seleccionar patron el usuario debera
escoger en el electroferograma mostrado en la parte superior, la parte del electroferograma
que desea considerar como patron.

A través de la pestafia Parametros, mostrada en la Figura 9(b), el usuario puede definir: la
penalizacion en la insercion de espacios para los alineamientos, la rigurosidad en el
alineamiento, banda de ubicacidn esperada, entre otros pardmetros.
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La pestaia Picos mostrada en la Figura 9(c) permite: seleccionar un pico en el registro de
referencia e identificarlo a través de la asignacion de un nombre de una sustancia, la
concentracion de la sustancia asociada a dicho pico, la cual se muestra en el area de
graficacion inferior derecha, asi como la variacion que muestra dicha sustancia ante
variaciones experimentales.

Salpionas Palron [l Mcemalizar EFG respecio pito escogido

e Pawin
1
=
|+
]
=
&
]

Ingarcion de §ipacio I
densitn de espacio

Saleccionar Fio

W Pasbimetion

i Pu e para Sascatar ofras Solucicnas
Puriuachin coincidendin sk

7 Ploes

(a) (b) (©

Figura 9. Pestaiias (a) Patron, (b) Parametros de Procesamiento, (c) Picos

8 PRUEBA DE LA APLICACION

Las pruebas se realizaron con electroferogramas provenientes de un equipo de
Electroforesis Capilar (con una duracion entre 9 y 45 min, a una tasa de muestreo de 41 Hz)
desarrollado en el Laboratorio de Fisiologia de la Conducta de la Universidad de Los Andes.

Dichos registros corresponden a muestras bioquimicas obtenidas mediante microdialisis en
el cerebro de un grupo de ratas. Se tomaron de la zona del cerebro denominada sustancia gris
periacueductal, lo cual significa que, aunque los especimenes fueron sometidos a tratamientos
quimicos experimentales con Formalina, Suero Fisiologico y Morfina, los electroferogramas
presentan patrones de picos asociados a la composicion quimica de esa zona del cerebro en
particular con modificaciones de amplitud en algunos de los picos debido a efecto de las
sustancias de prueba.

9 DISCUSION DE RESULTADOS

Para comprobar el buen desempeio de la herramienta disefiada se realizaron diferentes
pruebas utilizando como referencia una aplicacion desarrollada usando el software comercial
MatLab® que implementa los algoritmos presentados en detalle en Ceballos, Paredes y
Hernandez (2008). En dichas pruebas se compararon tanto los resultados numéricos como los
resultados graficos, encontrdndose que no habia diferencias sustanciales en los resultados,
como se muestra en la Tabla 1.

N° muestra Valor obtenido para la Valor obtenido para la Linea Base con
Linea Base usando la la Aplicacion desarrollada en Matlab®
Herramienta desarrollada
1 18.0838 18.083776021480173
2 18.8293 18.829308333344652
3 15.2994 15.299438323442864
4 13.0024 13.002446952051418
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5 10.3008 10.300763359880357
6 8.30299 8.30298736929925

7 6.63586 6.635860478774965
8 4.93264 4.932641955568479
9 4.14109 4.141085379978974
10 2.86577 2.865772730140545

Tabla 1. Comparacion de Resultados.

En la Figura 10 se muestra que la grafica generada por la herramienta desarrollada se
superpone a la grafica generada por la aplicacion desarrollada en Matlab, confirmando el buen
funcionamiento de la misma.
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Figura 10. Electroferograma mostrado por la Aplicacion desarrollada (linea punteada) y Matlab® (linea
continua)

Adicionalmente a las pruebas funcionales se realizaron dos pruebas de rendimiento, usando
el mismo electroferograma. Dichas pruebas permitieron obtener medidas de referencia de los
recursos del sistema que requiere la herramienta. Una prueba se realizd sobre el mddulo de
procesamiento de la sefial; la segunda prueba se realizo sobre el componente de visualizacion
integrado con el modulo de procesamiento.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2. Para el calculo del uso de CPU y uso
de memoria se utiliz6 el programa Process Explorer (Process Explorer, 2007), el cual es un
monitor y gestor de tareas para el sistema operativo Windows®, de distribucion gratuita.

Para determinar el tiempo de ejecucion se desarrolld un programa en C++ que permite
cronometrar el tiempo de ejecucion del programa. Debido a que la integracion de ambos
componentes arroja una aplicacion donde las opciones de procesamiento y visualizacion
dependen de eventos accionados por el usuario, resulta dificil determinar el tiempo de
ejecucion de la herramienta.

Estos resultados, que se obtuvieron utilizando un procesador Pentium IV, de 3 GHz y 1Gb
de memoria RAM, muestran que el mayor porcentaje de uso del procesador se involucra en el
procesamiento de la sefial, aunque su tiempo de ejecucion es muy corto, mientras que el
mayor tiempo de ejecucion lo requiere el modulo de visualizacion, todo ello indica que la
herramienta demanda muy pocos recursos del sistema.
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Variables
Uso Uso de Tiempo
Modulo 6 de Memo de
Componente CP ria Ejec.
U (KB) (seg)
(%)
Procesamiento | 15, | 1576 | 0,0046
de la Senial
Componente
de 769 |  12.192 6
Visualizacion
(.dll)

Tabla 2. Comparacion de Resultados.

10 CONCLUSIONES

Se desarrolld una herramienta para el procesamiento y visualizacion de sefiales
electroforéticas, bajo el paradigma de desarrollo de software libre, orientado a objetos,
utilizando lenguaje C++ y la libreria wxWidgets con el entorno de desarrollo wxDevCpp.
Para el procesamiento de la sefial se utilizd la Transformada Wavelet, la cual se calculo
mediante la implementacion del algoritmo propuesto por Valens (2006). Este algoritmo fue
codificado en C++ debido al alto costo computacional requerido por las operaciones
matematicas involucradas en el célculo de la transformada Wavelet. La confiabilidad de la
herramienta se comprob6 utilizando funciones de prueba definidas explicitamente, asi como,
realizando comparaciones entre los resultados obtenidos con la herramienta desarrollada en el
software comercial MatLab® y la presente aplicacion utilizando como patron de comparacion
los mismos registros electroforéticos. Ademads, la herramienta puede ser ejecutada en
computadores personales ya que demanda pocos recursos computacionales.
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