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INTRODUCCION

La ingenieria se refierc a la utilizacion, invencion o perfeccionamiento de
herramientas o técnicas que son usadas tanto en la vida diaria como en el 4rea cientifica.
Bajo este principio la ingenieria ha ido coadyuvando al desarrollo de diferentes ramas de la
ciencia, este es el caso de la llamada ingenieria biomédica.

La ingenieria biomédica puede definirse como la aplicacién de los principios de
ingenieria, y sus practicas, a problemas de biologia y medicina para el mejoramiento de la
vida humana.

El campo de la ingenieria biomédica es muy amplio, abarca actividades tales como
entender y cuantificar funcionamientos normales y anormales, predecir y diagnosticar
cambios debidos a alteraciones asi como a la proposicion y disefio de métodos para enfrentar
un fenémeno biomédico.

En las ultimas décadas la ingenieria biomédica ha experimentado un acelerado
desarrollo con los avances tecnologicos que han ocurrido recientemente en las éreas de la
electronica y computacion. La ingenieria biomédica ha crecido a la par de dichos desarrollos.
Se observa una interaccion y retroalimentacion en el desarrollo del conocimiento de estas
ciencias, asi por ejemplo, los avances en la electrénica y la computacion han dado lugar a
nuevos desarrollos en campos como la imageonologia, sonografia, etcetera, que han
impulsado, a su vez, el desarrollo de la ingenieria biomédica y de sus ciencias base, medicina
y biologia. Es por ello que en la actualidad es necesario ampliar el conocimiento de Ia
ingenieria hacia las ramas biomédicas, aumentando el conocimiento sobre la metodologia de
investigacion, instrumentacion y técnicas de medicion en dichas areas del conocimiento.

La Universidad Nacional dedica valiosos esfuerzos para el desarrollo de aplicaciones
de ingenieria al area biomédica en varios de sus centros de investigacion, tal es el caso del
Laboratorio de Procesamiento de Imagenes del Centro de Instrumentos.

En dicho laboratorio se desarrollan algoritmos para el procesamiento digital de
imégenes, prcgramas y otras aplicaciones para el area de la biomedicina. Dicho laboratorio
colabora con dependencias dentro y fuera de la misma universidad tales como el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, el Instituto de Fisiologia Celular, Instituto de Biotecnologia y la
Facultad de Ciencias entre otros.

La colaboracion del Laboratorio de Procesamiento de Imégenes con dichas
dependencias ha arrojado varios proyectos de colaboracion interdisciplinaria. Como
resultado de este esfuerzo de desarrollo interdisciplinario surge el Proyecto para el Calculo
del Indice Mitético por medio del Procecsamiento Digital de Iméigenes (PDI). Dicho



proyecto cuenta con la colaboracion del Laboratorio de Citogenética del Instituto de
Investigaciones Biomédicas y el Laboratorio de Procesamiento de Imégenes del Centro de
Instrumentos.

El Laboratorio de Citogenética del Instituto de Investigaciones Biomédicas realiza,
dentro de muchos otros, estudios para el anélisis de los efectos de las drogas en la
reproduccion de las células. Una de las tareas, indispensable para este analisis, es el calculo
del indice mitdtico.

El célculo del indice mitdtico es una medida que se utiliza en biologia y que se refiere
a la relacion que existe entre los cuerpos en proceso mitético y los cuerpos estables en cierta
muestra.

En el drea de citogenética es necesario realizar este conteo debido a que esto ayuda a
ver los efectos de una droga o medicamento sobre la reproduccion de las células. En el
Laboratorio de Citogenética el calculo del indice mitdtico es aplicado sobre linfocitos, mejor
conocidos como gldbulos blancos, en una muestra de sangre. Esta operacion es mon6tona y
requiere que el investigador lea las laminillas, lo cual lleva horas de trabajo.

El procesamiento de imagenes ha demostrado ser una poderosa herramienta en el
diagnostico de fendmenos bioldgicos y en la confirmacion de otros fendmenos que antes
hubieran requerido de una labor mayuscula por parte de investigadores y técnicos para llegar
a las mismas conclusiones.

1. Indice Mitético

Cualquier producto que sea utilizado para mejorar la salud humana, puede tener
efectos sobre la proliferacion celular. Es por esto que todas las agencias ocupadas de la
salud del hombre exigen pruebas de citotoxicidad.

El indice Mitético es uno de los parametros méas comunes que se usa para medir la
proliferacion de las células; indica el porcentaje de células que estan en proceso de division.
En términos generales, el indice mitotico es un marcador ampliamente utilizado para evaluar
y comparar la velocidad de proliferacion de las células. Dicho indice puede ser afectado por
Ia exposicion a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos que conllevan a citotoxicidad lo cual
resulta en una disminucion en la proliferacion y consecuentemente en una reduccion del
indice mitdtico.

E! analista identifica y cuenta miles de células y reporta el porcentaje de células en
mitosis entre las células interfasicas (células que solamente estan estimuladas sin llegar a un
proceso de division). El reconocimiento de las células interfasicas se realiza de la manera
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siguiente: las células interfasicas tienen por lo general una tonalidad tipica, entran dentro de
un ran_o de tamaiio  voseen una forma casi circular ver fi2ura 1.
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Fig. 1 Células interfisicas a)ejemplo 1. b) cjemplo 2.



En la muestra también se pueden hallar células mas pequeiias y de tonalidad mas
obscura; éstas no entran dentro de la cuenta debido a que no fueron estimuladas por la
dro a. Ver fiwra 2.

b)
Fig 2 Células nonterfisicas a) ¢jemplo 1. by cjemplo 2.



Para las células en mutosts el reconocimiento se basa en la identificacion de un

conglomerado de cromosomas, como es  osible ver en las siguientes figuras.
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Fig. 3 mitosis. a) cjemplol. b) ejemplo 2. ¢) cjemplo 3.

Para este conteo los analistas se basan en su experiencia adquirida después de contar
varios portaobjetos, para clasificar los diferentes cuerpos antes mencionados y, sobre todo,
poder discernir entre las células que estan en el limite de dos diferentes categorias.

Tradicionalmente se analizan las preparaciones al microscopio de luz. Para tener un
resultado estadisticamente significativo del indice mitotico en una laminilla, comunmente se
hace un conteo de 2000 elementos que incluyen células en mitosis y células interfasicas. A
partir de esos elementos se calcula la relacion entre ceélulas en mitosis e interfasicas. La
evaluacion de la citotoxicidad de una substancia requiere un minimo de 40 horas promedio
de trabajo de observacion al microscopio por personal especializado. Es un proceso largo y
tedioso. Indudablemente, la automatizacion de dicho proceso podra traer beneficios enormes
en el area de citogenética.

1.1.  Metodologia de Conteo Manual.

Una vez hecha la preparacion del cultivo que se va a analizar, se prosigue a verterla a
las laminillas (las laminillas que son utilizadas son del tipo esmerilado). Cabe mencionar que
un experimento puede componerse de mas de un portaobjetos, sin embargo no siempre es
necesario revisar todas las laminillas. Antes de revisar todo el experimento se realiza una
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revision de controles, ¢s decir una o dos laminillas que servirin como muestra de la
preparacion. Si las laminillas-controles poseen un Indice Mitético mayor a un cierto
porcentaje (tipicamente 5%) entonces se supone que la preparacion es apta para revisarse y
se prosigue a revisar todas las laminillas del experimento, esto se debe a que este porcentaje
es un indicador de que la preparacion esta bien hecha.

La revision manual se lleva a cabo comenzando por el lado esmerilado. Moviéndose
en forma paralela al extremo més corto, se va realizando la cuenta de los cuerpos. Al
terminar con dicha linea se avanza un campo por el lado mas largo y se vuelve a barrer una
linea paralela al extremo mas corto solo que en sentido contrario. Este movimiento de
zigzag se continua hasta acabar con la laminilla o hasta alcanzar el nimero de cuerpos que se
desean contar:

Fig. 1.4 Barrido dc las laminillas.

1.2. Antecedentes

Se han desarrollado algunos sistemas para automatizar este proceso, pero hasta el
momento todos estos son unicamente una ayuda para un conteo interactivo y
semiautomatico, o no dan el resultado especifico del indice mitdtico (16, 17, 18, 19, 20, 3).
La mayoria de los sistemas, como el llamado buscador de metafases, han sido
implementados para la deteccion rapida de buenas metafases en la que los cromosomas estén
bien distribuidos y pucdan ser bicn cariotipados. También se ha desarrollado equipo
sofisticado que basados en la morfologia, fotometria y parametros de textura permiten
reconocer células en diferentes estados del ciclo celular, pero requieren fotomultiplicadores
y microfotometros, ademas dec la computadora y el microscopio.

En aiios recicntes sc ha propuesto el uso de fluorocitometros que distinguen las
diferentes fases del ciclo celular con base al contenido de DNA,; ellos son ayudados con la



informacion que se obtiene del histograma celular pero no reconoce las figuras mitéticas.
Existe cierto trabajo orientado para los patologos, pero las cuentas mitdticas se realizan
manualmente.

Ninguno de los sistemas arriba mencionados reconoce simultaneamente células y
metafases, lo cual es necesario para estimar el indice mitético en los cultivos celulares. Se
puede afirmar que no existe en la actualidad ningiin equipo que permita el anélisis del indice
mitdtico de forma automatica, debido tanto a la complejidad y variabilidad de los objetos a
cuantificar; como ejemplo basta mencionar que las células en division pueden cambiar de
tamafio y forma, lo que las puede confundir con otros artefactos.

2. Objetivos.

El objetivo de este trabajo es lograr la creacion de un sistema automatizado para la
evaluacion cuantitativa de la proliferacion linfocitaria, que llamaremos MIT 2000. Este
sistema tiene por objeto reducir el tiempo que gastan los investigadores en el cilculo de la
proliferacion linfocitaria, tiempo que podria ser usado en otras tareas de investigacion en el
area de investigacion biomédica basica y farmacologica.



CAPITULOI

1.1.PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES
El interés en ¢l procesamiento de imagenes nacié debido a dos posibles aplicaciones:
mejoramiento de la informacién pictorica para la interpretacion humana y el procesamiento
de datos escénicos para la percepcion auténoma de maquinas. Las técnicas para el

procesamiento de imagenes pueden ser divididos en cuatro categorias principales:
Digitalizacion de imagencs.

Mejoramiento y restauracion de imagenes.

Codificacion de imagenes.

Segmentacion de imagenes.

Representacion y descripcion de imagenes.

El termino imagen se refiere a una funcion bidimensional de intensidad de luz,
denotada por f{x,y), donde el valor o amplitud de f en las coordenadas espaciales (x,y) da la
brillantez de la imagen en dicho punto.

La intensidad de una imagen monocromatica f en las coordenadas (x,y) es conocida
como nivel de gris de la imagen en dicho punto.

El presente trabajo hace uso de las técnicas de digitalizacion, mejoramiento de
imégenes, segmentacion de imdgenes y representacion y descricpion por lo que serdn

explicadas brevemente. Las técnicas de restauracion y codificacion se explican por
completez.

bl ol o e

L1.1. Digitalizacion de imdgenes

Para que sea posible que las imagenes sean procesadas por una computadora, la
funcion f{x,y) debe ser digitalizada espacialmente y en su amplitud. La digitalizacion en las
coordenadas espaciales (x,y) se refiere al muestreo de la imagen, mientras que la
digitalizacion de la amplitud se conoce como cuantizacion del nivel de gris.

La digitalizacion de una imagen requiere que se haga una decision sobre el namero
de componentes que tendré la imagen, el nimero de pixeles, y del valor en gris que tendrd
cada pixel. Como puede verse esto solo es una aproximacion de la imagen contigua(6).

11.2. Mejoramiento de imdgenes

El principal objetivo de las técnicas de mejoramiento es procesar una imagen dada de
forma tal que el resultado sea mejor para una aplicacion en particular. Normalmente los
métodos para el mejoramiento de una imagen se pueden dividir en dos: métodos sobre el
dominio de la frecuencia y métodos en el dominio espacial.



Los métodos espaciales se rcficren a aquellos procedimientos que operan
directamente sobre los pixeles (6,7). Esto se puede expresar de la manera siguiente:

g(x,y) = T[S (x,»)]
donde f{x,y) es la imagen de entrada, g(x,y) es la imagen resultante y T es un operador sobre
f definido sobre los vecinos de (x,y).

El principal acercamicnto usado para definir un vecino sobre (x,y) €s usar una imagen
cuadrada o rectangular centrada en (x,y). La forma mas simple de T es de un solo casillero
pues solo se hace un mapeo de /, resulti....o g=f.

En el caso de las técnicas en el dominio de la frecuencia estas se basan en el teorema
de convolucion:

g(x,y) = h(x,y) * f(x,y)
por el teorema de convolucion se ticne:

G(u,v) = H(u,v)F(u,v)
donde G, H y F son las transformadas de Fourier de g, & y f, respectivamente. En una
aplicacion tipica de mejoramiento se tiene f{x,y) y se necesita seleccionar H(u,v) de tal forma
que la imagen deseada, dada por:

g(x,y) = F[H(u,v)F(u,v)]
exhiba alguna caracteristica de la funcion f{x,y) en g(x,y) por medio de hallar la funcion
h{x.y) o H(u,v).
Algunos ejemplos de las técnicas de mejoramiento son:

» Ecualizacion por medio del histograma
o Filtrado usando un filtro pasa-bajas
o Filtrado usando un filtro pasa-altas

o Filtrado usando un filtro pasa-bandas
* Afinamiento de imagenes.

L 1.3. Restauracion

El proposito de la restauracion de una imagen es el de mejorar la imagen en algin
sentido. Para hacer la diferencia entre mejoramiento y restauracion se considera a esta Gltima
como el proceso quc intenta reconstruir o recobrar una imagen que ha sido degradada,
usando un conocimicnto anterior sobre el fenomeno que la degrado. Estas técnicas estan
orientadas hacia el modelado de la degradacion y a aplicar el proceso inverse que provoco la
degradacion para recuperar la imagen. Esto requiere de un criterio satisfactorio para decir
que una imagen esta bien reconstruida.
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Por otra parte, las técnicas de reconstruccion, normalmente, son procedimientos
heuristicos que fueron disefiados para manipular una imagen tomando ventaja de los
aspectos psicofisicos del sistema visual humano(6).

De esta forma el proceso se puede formular como una imagen original f que fue
sometida a un proceso H dando como resultado la imagen g.

gHf
Se debe tomar en cuenta el efecto del ruido n en este proceso, quedando como:
g=n+Hf
entonces la reconstruccion quedaria como:
S=H'lg 0 J=H'\(g-n)

lo cual puede expresarse de la siguiente forma:

flx.y) = F_,[G(u, v) = N(u, v)]

H(u,v)

Algunos ejemplos de la restauracion son:
* Filtro Wiener
» Restauracion restringida a minimos cuadrados
* Restauracion interactiva
+ Interpolacion de niveles de grises

L 1.4. Codificacion de imdgenes

Las representaciones digitales de las imagenes normalmente requieren de un gran
numero de bits. Para algunas aplicaciones es necesario representar las iméigenes con el
menor nimero de bits posibles. |

La codificacion de imagenes normalmente se divide en tres categorias: compresion
de datos, transmision de imagenes y extraccion de caracteristicas. Estas técnicas estan
orientadas a la resolucion de problemas especificos, es decir la técnica usada depende del
problema que sc tenga (6).

Para este tipo de técnicas es necesario tener en cuenta criterios de fidelidad y de
cuantificacion de los datos.

El proceso de codificacion queda dividido en las siguientes ctapas:

1. Mapeo de la imagen.
2. Cuantificacion de la imagen
3. Coadificacion por medio de métodos como:

3.1. Entropia

3.2, Huffman

3.3. Codigos B

3.4, Codigos de corrimiento
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LLS. Segmentacion

La segmentacion es el proceso que subdivide una imagen en sus partes
constituyentes u objetos. La segmentacion es uno de los elementos mas importantes en el
analisis automatizado de imagenes debido a que al realizar este paso se tienen objetos o
entidades de interés que pueden ser descritos o reconocidos posteriormente. Es pertinente
decir que muchos errores de analisis de los objetos parten de una mala segmentacion de la
imagen.

Los algoritmos de¢ segmentacion generalmente estan basados en una o dos
propiedades de los valores de grises: discontinuidad y similaridad. Para la primera categoria
se parte la imagen basandose en cambios abruptos en los niveles de grises. Las principales
dreas de interés dentro esta categoria son la deteccion de puntos aislados y la deteccion de
lineas y bordes en una imagen. La scgunda categoria esta basada en encontrar un umbral, el
crecimiento de una region y en la division y union. El concepto de segmentacion de una
imagen basadandose en la discontinuidad o similaridad de los valores de grises de sus pixeles
es aplicable a imagenes estaticas o dinamicas(6).

L1.6. Representacién y Descripcion.

Después de que una imagen ha sido segmentada en regiones por los métodos
deseados normalmente sc desea representar y describir el resultado de los pixeles agrupados
en una forma que s¢ ajuste a un procesamiento de computadora posterior. Existen dos
formas basicas de representar una region: a) basandose en sus caracteisticas externas y b)
basandose en sus caracteristicas internas. La representacion de un grupo de pixeles es la
parte inicial para el procesamiento de dicho grupo, como segunda parte se debe describir la
region basandose en el esquema seleccionado para su representacion.

Generalmente la representacion externa sc clige cuando se desea hablar de las
caracteristicas de forma de los objetos (morfologia) mientras que la representacion interna es
eleccionada cuando uno se interesa en las propiedades reflectivas (color, textura, etcetera).
En cualquiera de los dos casos es importante que los descriptores sean insensibles a los
cambios en tamaflo, traslacion y rotacion(6).

I11.6.1. Textura
Un acercamiento importante a la descripcion de la region es cuantificar el contenido
de textura. Sin embargo no existe una definicion precisa de lo que es textura sin embargo
puede considerarse como una medida de lo que cs la suavidad, la regularidad y la rugosidad
de un objeto.
Hay tres acercamicntos a la textura en procesamiento de imégenes: estadistico,
estructural y espectral. El cstadistico produce caracterizaciones de textura tales como
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suavidad, granularidad, rugosidad, etcetera. Las técnicas estructurales trabajan con lineas
paralelas separadas espacialmente. Las técnicas espectrales estan basadas en la propiedades
del espectro de Fourier y son usadas principalmente para detectar la periodicidad global en
una imagen por medio de la identificacion de los picos agudos de alta energia en el

espectro(6).

L.2.FUNCIONES DE PDI UTILIZADAS EN EL PROYECTO MIT 2000
En el proyecto MIT 2000 se usan algunas operaciones de procesamiento de
imagenes que se mencionan a continuacion:

1.2.1. Digitalizacion

Para el proyecto es necesario realizar la digitalizacion de iméagenes pero esto es
dejado al hardware del sistema (Ver en el ‘capitulo dos la explicacion de la tarjeta
MATROX) que maneja imagenes digitales de 512x480 pixeles en 256 niveles de gris.

La forma en que el hardware obtiene estas imagenes es haciendo pasar la sefial de
video por un convertidor A/D de tiempo real que produce pixeles de ocho bits,
posteriormente por las tablas de asignacion de entrada para luego continuar a un buffer de
cuadro. Hasta aqui la imagen ha sido digitalizada para su manipulacion pero la imagen debe
ser desplegada en el monitor "imagen" para que el usuario pueda visualizar los tratamientos
sobre la imagen. Para esto la seilal proveniente del buffer de cuadro pasa por un video
codificador, después pasa por las tablas de asignacion de salida para seguir por el
convertidor D/A de tiempo real.

se seflal
¢ ————digital ,
Comvertidor A/D | LUT's | Frame Baffor | codificader LUT"s Comvartider D/A
tlenpe rval :j ..k ‘ M'“cmZD do vidoo '“ _—__-_D tlampe real

Fig 1.1 Esquema dc la digitalizacién por la tarjcta MATROX.

12.2. Operaciones espaciales

12.2.1. LUT’s
La relacion entre los valores de brillantez original y de reemplazo sc le conoce como
funcion de transferencia, y puede alterar la apariencia de una imagen. Esta funcion no es
necesariamente lineal; de hecho las funciones de transferencia no lineales son bastante
usadas. Una funcion de transferencia logaritmica mimetiza la forma en que la mayoria de las
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peliculas fotograficas trabajan y puede ser descrita por un valor Yy que da la pendiente de una
grafica semi-logaritmica.

El uso de tablas de busqueda dentro de la imagen LUT's (tablas de asignacion o Look
Up Tables en inglés) para implementar una funcion de transferencia es mucho mas rapido y
completamente no-destructivo. Usando LUT's, la funcion de transferencia por si misma es
escrita sobre el hardware. Esto hace muy facil el cambiar la apariencia del despliegue. El ojo
humano es, en general, capaz de distinguir tan solo un reducido nimero de niveles de gris,
quizds de veinte a treinta bajo buenas condiciones. Modificando las LUT's, es posible
modificar el contraste y/o |a brillantez y lograr, asi, mejorar la apreciacion de la imagen (fig
1.2).

a)
Fig. 1.2 Aphicacion de LUT's. a) lmagen original. b) Aplicacion de LUT's (resultado).



b)
Fig. 1.2 Aplicacion de LUT's. a) Imagen original. b) Aplicacion de LUT's (resultado).

En la mayoria de los sistemas de procesamiento de imagenes las LUT's estan
implementadas en hardware. Generalmente, una serie de LUT's estan localizadas entre el
convertidor analogico-digital (A/D) de entrada y el buffer de trabajo y otras entre el buffer
de trabajo y convertidor digital-analogico (D/A) de salida de la imagen. Normalmente se
usan varias LUT's, una para cada color pnimario, azul, rojo y verde.

El uso de LUT's para el despliegue es distinto al uso de LUT's para la entrada de
imagenes. Algunas tarjetas para la adquisicion de video permiten el uso de LUT's para la
entrada lo que permite realizar operaciones puntuales antes de que la imagen sea almacenada
en el buffer de trabajo. Ei uso de LUT's de entrada puede ser de valor cuando la precision de
la digitalizacion es mayor que la precision del almacenamiento.

1.2.2.2. Dilatacion

La dilatacion también se considera un operador morfologico, debido a que es capaz
de modificar la forma de un objeto.

Si se aplica una mascara a cada pixel de la imagen siguiendo el principio:

KW
Ge V VMIAUGw-tn-1

La-Rie-R
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donde V es la operacion logica OR y A la operacion logica AND, la imagen G es
convolucionada con una mascara M simétrica 2R+1, 2R+1(7,8).Ver figura 1.3.

a).
Fig. 1.3 Proceso de dilatacién. a)imagen original. b) Imagen dilatada.
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b)
Fig. 1.3 Proceso de dilatacion. a)lmagen original. b) Imagen dilatada.

L2.2.3. Operaciones de Vecinos (Kernels)
En ciertos métodos es necesario hacer uso del valor del pixel a procesar y de sus
vecinos(6,7). Por el costo en velocidad y tiempo, normalmente se usan kernels (0 mascaras)
de 3x3 pixeles aplicando la formula:

gxy) = S ShGj) e fx -iy-))

donde f(x,y) es la imagen original, #(m,n) es la mascara y g(x,y) es la imagen resultante. Que
resulta de la ecuacion en frecuencia;
G(u,v) = H(u,v) » Fu,v)
La afinacion (sharpening en inglés) de la imagen es un método para resaltar los
bordes de los ®bjetos y aumentar el contraste de una imagen. En el sistema MIT 2000 se
usan mascaras para la funcion de afinacion. Si se considera un kernel de la forma:

-1 -1 -1
-1 +8 -l
-1 -1 -1
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al aplicarlo a una imagen original se obtiene una imagen de salida cuyos bordes, lineas y
puntos discontinuos aparecen, en cambio las areas uniformes estan suprimidas (fig. 1.4).
Este proceso mejora la imagen para el ojo humano debido a que el sistema visual humano se
fija mejor en los bordes y los operadores de vision temprana dentro de la retina y selecciona
dichas discontinuidades para transmitirlas al cerebro. Este tipo de operadores se usan para
controlar el contraste.

Fig. 1.4 Imagen afinada

Otro tipo de operadores para la afinacion de imagenes son:

-1 9 -l 2 5 -2
S IS 1 2 1

Ademas de los operadores anteriores, existen los operadores morfologicos que
basicamente trabajan sobre objetos en la pantalla.
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L1.2.3. Domiinio de la frecuencia

El uso de transformadas de frecuencia son costosas en tiempo y memoria. Para una
imagen tipica de 8 bits de profundidad, una transformada de frecuencia puede requerir al
menos 32 bits. Ademas de requerir una cantidad considerable de memoria necesitan de una
mayor cantidad de tiempo para llevarse a cabo, es por ello que en el sistema MIT 2000 no se
usaran.

L1.2.4. Segmentacion

12.4.1. Hallazgo de umbral

En la pantalla se pueden identificar varias regiones de interés pero basicamente se
puede hablar del fondo de la imagen y objetos de interés, las cuales definen dos poblaciones
representadas en la pantalla.

La discriminacion por brillantez es actualmente una forma muy usada de seleccionar
pixeles que pertenecen a regiones de interés. Este método es muy eficiente comparado con
los métodos que usan la deteccion de limites o el crecimiento de regiones. La discriminacion
mediante valores de umbral (binarizacion o thresholding en inglés) es una drea de gran
estudio, pues no siempre se tienen dos regiones de interés bien definidas dentro de Ia
pantalla.

Un método de discriminacion por brillantez fue desarrollado por Nobuyuki Otsu(2)
basandose en el uso del histograma de la region de interés, normalmente la imagen completa.
Este método nos permite evadir la presencia de un operador que realice la operacion de
hallar el umbral optimo para dividir las regiones de interés. Esta caracteristica es de gran
importancia en sistemas automatizados.

En una situacion ideal, el histograma de niveles de gris de una imagen tiene un valle
profundo entre dos picos que representan a los objetos y el fondo, asi el umbral puede ser
elegido como el fondo del valle. Sin embargo, para la mayoria de las imagenes es dificil
detectar el fondo del valle, especialmente en casos cuando el valle es ancho y plano o bien
cuando hay ruido o cuando los picos difieren mucho en altura, impidiendo que se produzca
un valle definido.

El método de Otsu estd basado en el analisis discriminante(1,2). En este método, la
operacion de thresholding en una imagen con L niveles de grises, esta considerada como una
particion de los pixeles en dos clases Cg, C| a un nivel de gris k. Esto es: Cg={0,1,...,k} y
C={kt+1,k+2,....L}). El nimero de pixeles en el nivel i se denota por n; y el nimero total de
pixeles expresado por N=n|+ny+..+n . Se normaliza el histograma de niveles de gris y se
considera como una distribucion de probabilidad:
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[3
n;
-— ; 0 i-l
Pi N Pz ,Z.;P

Por lo tanto, las probabilidades de ocurrencia de clase y los niveles medios de clase,
respectivamente, estan dados por.

o = Pr{Co) = 21), - (k)

an = Pr(C) = S P, =1~ (k)

tekel

y
[ £
My = ziPr(i/Co) - Zia% - Zﬁ;
L L. i
- Z:‘Pr(i/c,)- 2'_&% - /;r- a;:((kk))
fekel kel
donde

k

k) = Z” u)= S in

son los momentos acumulativos de orden cero y primer orden del histograma hasta el nivel

k'y

L

Hr = p(L) = zip;

ie

es la media total de la imagen original. :
Qofy+ My = Hr byt Uy = 1
Las varianzas estan dadas por

@ = 3 (i-s) b

d = $Gi-u) plo

Para evaluar que tan bueno es el umbral (en el nivel k) existen los criterios de
medicion discriminantes:

A = dl/ o, K = o}/ oW, 1 = ohf oF
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donde
ol = o 0F + o varianza dentro de la clase

o% = a0 an(p4 ~ 4,)° varianza entre-clase

L
ol = 2(; -ur )2 p, varianza total de niveles
=

tomando en cuenta las siguientes identidades:
km A+, pmA(A+1) Yy OF + 0} = O}
se obtiene el umbral dptimo al hacer maximo M, o en equivalencia, hacer maximo o}. El
méximo o} se selecciona en una busqueda secuencial usando cantidades acumulativas o(k)
y u(k):
k) = oh (k) / o}
N 2
[ i) - )]
(k)1 - k)]

os (k) =

y el valor de umbral 0 timo sera: o} (k') = max o3 (k)

a)
Fig. 1.4. Proceso de Segmentacion. a) imdgen original. b) histograma.
¢) histograma. d) resultado del método Otsu.
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<)
Fig. 1.4. Proceso de Segmentacion. a) imagen original. b) histograma.
¢) histograma. d) resultado del método Otsu.
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d)
Fig. 1.4. Proceso de Segmentacion. a) imagen original. b) histograma.
¢) histograma. d) resultado del método Otsu.

1.24.2.  Proceso de segmentacion

Una vez que se tiene el nivel de gris para la division de clases es cuestion de
implementar otro método para encontrar los limites de cada region. Esto ha sido dejado al
sistema BIOCOM(13), ver figura 1.4. Las rutinas del programa realizan la segmentacion
usando el método de deteccion de borde (edge detection).

El método define a un borde como los limites entre dos regiones con propiedades de
niveles de grises relativamente distintas. Se asume que las regiones son lo suficientemente
homogeneas de forma que la transicion entre dos regiones puede ser determinadas sobre la
base de las descontinuidades de los niveles de grises.

La forma en que opera el método es haciendo el computo de un derivador local,
como se puede ver en la siguiente figura:
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objeis clare sebre shjeis obscure sebre
nde ohscure fonde clare

primers derivada

scgunda derivada

Fig 1.3 Opcrador local para cncontrar los bordes de un objcto claro
y uno obscuro.

En el caso de BIOCOM la imagen cs barrida de manera horizontal para encontrar los
bordes de los objetos usando el nivel de Otsu como objeto obscuro sobre fondo claro y a
veces como objeto claro sobre fondo obscuro,

Con la opeacion anterior se tiene una imagen que tiene resaltados los bordes de cada
objeto ahora hay que saber que borde forma un objeto y cuales no. Para hacer esto
BIOCOM hace una union de los bordes tomando un punto de la pantalla que representa un
borde y va siguiendo a sus vecinos hasta cerrar el perimetro de la superficie, dando como
resultado un objeto.

Una vez que se tienen objctos identificados en la imagen, entonces podemos realizar
medidas morfologicas sobre dichos objetos, como:

El érea en pixeles de los objetos.

El nivel de gris medio de los objetos.

La desviacion del nivel de gris de los objetos.

El centro de gravedad de los objetos.

La orientacion de los objetos con respecto a su posicion en la imagen.
etcetera.

L12.5. Textura

En el proyecto MIT 2000 se usan identificadores de textura estadisticos. Algunas de
las técnicas son los momentos del histograma de niveles de grises de cada objeto como el
valor medio de niveles de griscs y la varianza o desviacion estandar de los niveles de grises.
Otros de los métodos empleados seran explicados en el capitulo siguiente cuando se hable
de la busqueda de los parametros que caracterizan a los objetos de interés.
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Una ventaja mas que ofrece el sistema BIOCOM para el usuario es que puede operar
bajo una interfaz grafica o por linea de comandos, permitiendo al usuario elegir las rutinas
ue desea, Comouneem:loud b lasi' ienteima‘en

Fig. 2.1 Pantalla de BIOCOM

IL.1.1. Hardware

Muchas de las rutinas que ofrece el sistema BIOCOM son posibles debido a que se
cuenta con hardware especializado capaz de realizar dichos procesos en un tiempo
considerablemente corto. Dicho hardware es una tarjeta disefiada para el procesamiento de
imagenes por la compaiiia canadiense MATROX. En los diferentes modelos que produce la
compatfiia canadiense siempre se cuenta con una biblioteca de rutinas que puede ser llamada
desde C y/o FORTRAN(12).

MATROX fabrica tarjetas digitalizadoras de video que permiten que las
computadoras PC puedan realizar operaciones "frame grabbing" (cuadro fijo) sobre una
seflal de video proveniente de una fuente externa. Las especificaciones de este tipo de
tarjetas para PC son:

Conexion directa a una bahia de !a tarjeta principal de la computadora.
Transferencias DMA.

Registros sobre la tarjeta que hacen direccionamiento de los pixeles.
Operan modos de detencion continua o de fotografia.

BWN -
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Su biblioteca provee la scleccion de una de cuatro fuentes de video.

(tres externas y una interna para diagnostico).

Posibilidad de realizar acercamientos.

Posibilidad de seleccionar mapas de las LUT's.

Bus de video.

. Sincronizacion de video americano (60 Hz, 525 lineas) o europeo (50 Hz, 625 lineas).

10. Video activo: 51.2 ys.

11. Resolucion de 512 x 512 0 640 x 512 pixeles, dependiendo del modelo.

12. 8 bits por pixel.

13. Las imagenes que estén en el buffer de imagen de la tarjeta pueden ser almacenadas en
disco o en la memoria de la PC.

14. Cuatro LUT's, una de entrada y tres de salida, cada una con ocho planos a escoger.

15. Uno o mas espacios de trabajo, segtn el modelo.

16. Cuenta con una biblioteca que proporciona control sobre el hardware. Esta biblioteca es
compatible directamente con Microsoft C y FORTRAN.

17. Soporte de operaciones de procesamiento de imagenes.

17.1. Control del hardware (lutm, mask, mode, offset, quadm, sync, video).

17.2. Entrada/salida (colr, colw, rowr, rowr, pixr, pixw).

17.3. Manipulacion de LUT (dhisto, histo, lutd, luts, scaling).

17.4. Rutinas de dibujo (border, circf, elip, grid, moveto, rect, text, tfont).

17.5. Rutinas de imageonologia (dilate, erode, fil3, erode, map, sh1,sh2, con3).

© ® o

II.1.2. Software

Originalmente ¢l sistema BIOCOM fue escrito en lenguaje FORTRAN, debido a que
dicho lenguaje fuc ingeniado para aprovechar mejor las capacidades de las computadoras
para hacer calculos numéricos y ademas cra, y sigue siendo, el de mayor difusion dentro de
la cominidad cientifica debido a su amplio repertorio de codigo fuente desarrollado para
dicho lenguaje; sin embargo, dentro del programa también se pueden hallar algunas rutinas
en lenguaje C.

Producto de la necesidad de usar ambos lenguajes, surgio la urgencia de poseer una
forma en que los compiladores de dichos lenguajes generasen codigo objeto que permitiera
llamadas comunes entre ellos y obtener codigo ejecutable conteniendo rutinas hechas en
ambos lenguajes, aprovechando lo mejor de ambos mundos. Para hacer la interfaz entre
ambos lenguajes se cuenta con la ayuda de los compiladores C y FORTRAN de la empresa
Microsof(8,9,10). En cllos se puede realizar la interfaz requerida entrc ambos lenguajes de
manera sencilla por medio de estructuras o palabras reservadas que contiene como parte de
su desarrollo, (ver apéndice F).

Con estas convenciones ¢s posible ligar los codigos objeto generados por ambos
compiladores y obtencr un codigo ejecutable completamente compatible, dejando de lado las
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distintas formas en que ambos compiladores manejan las llamadas a subrutinas y el paso de
sus argumentos.

También es necesario hacer referencia a variables de bloques comunes en
FORTRAN, que son areas de memoria que pueden ser referenciadas por cualquier unidad en
un programa y que permiten incrementar ei rendimiento eliminando ¢l sobre-encabezado por
el paso de argumentos, y a variables globales en C.

Para la implementacion en C se crean estructuras globales del tipo externo que
contienen a cada variable del tipo comtin en FORTRAN a las que se hara referencia. Dentro
de 1 estructura en C se debe redeclarar el tipo y tamafio de cada variable de tipo comun en
FORTRAN. Un buen ejemplo de esto se encuentra en la implementacion de las variables
BANI, BAN2 y AC (que seran explicadas en el capitulo cuatro) dentro del archivo biaux.h y
que al mismo tiempo son variables comiines en FORTRAN.

I.1.3. Manejo de memoria

Como se mencion6 al principio BIOCOM esta funcionando sobre maquinas PC asf
que de alguna forma se debe tener muy en cuenta ¢l tamafio del codigo fuente; es decir la
famosa barrera de los segmentos de 64 kbytes con el que originalmente nacieron las
maquinas IBM PC compatibles. Este problema se ha resuelto por medio del uso de la
técnica de Overlay que, basicamente, permite que solo se encuentre en memoria el médulo
del programa que es necesario en cierto momento de ejecucion. Usando esta técnica, y las
ventajas de una programacion semiestructurada, se dividi6 al programa en mddulos que
pueden funcionar de manera independiente o por lo menos semidependiente. El esquema del
programa se puede ilustrar como se ve en la siguiente figura:
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Fig 2.2 Estructura 16gica dc cada uno dc los médulos que forman BIOCOM.

donde cada modulo sera un bloque de codigo ejecutable que sera puesto en memoria, es
decir un segmento overlay. En realidad, los modulos comparten ciertas rutinas, constantes y
variables lo que hace que no sea precisamente cada modulo el que representa un segmento
overlay, empero, para el entendimiento del programa se puede considerar que cada modulo
sera visto de esa manera.

Il.1.4. Estructura

En BIOCOM existe un modulo decodificador de comandos que ademas sirve como
una especie de controlador del programa. Es decir que este modulo controla el acceso a
cada rutina encendiendo o apagando banderas y llamando a las rutinas que sc necesitan.
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segmentacion
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mediciones
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Méduls pars
el chicule del
indice mité tico

Fig 2.3 Estructura dcl sistcma BIOCOM al agregar un nucvo moédulo.

La forma de ciclo en el programa es importante pues permite que se ejecuten
comandos de mas de un modulo recorricndo cada uno de ellos, como se puede ver en la
figura 2.3. Bajo esta filosofia se implanto en el programa la opcion de ejecucion de archivos
tipo texto que contienen comandos del programa BIOCOM; dicha operacion se lleva a cabo
gracias a al modulo decodificador y a las banderas que maneja. Basicamente se usa un
buffer, el cual guarda el nombre del comando a ¢jecutar. Si el comando no fue ejecutado al
regresar al modulo decodificador entonces se genera un error de comando equivocado.

Tomando en cuenta la estructura y los beneficios del sistema BIOCOM se decidio
que la biblioteca para el calculo del indice mitotico pasara a ser un modulo mas en la
estructura del programa. Con esta nueva implementacion de la biblioteca para el calculo del
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indice mitotico, la estructura del programa BIOCOM 2000 quedo como se muestra en la
figura 2.3.

Contando con las ventajas que cfrecen la plataforma BIOCOM y la tarjeta
MATROX la implantacion de la biblioteca para el calculo del indice mitotico cuenta con una
base solida, las herramientas estin disponibles. El siguiente paso es demostrar que dicha
biblioteca es realizable.
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CAPITULO III

INTERFAZ CON EL MICROSCOPIO
Para llevar a cabo el proyecto es necesario que la computadora pueda obtener
informacion de los cultivos celulares medicados. La computadora necesita tener un acceso
ininterrumpido a esta informacion sin que el usuario este proporcionandola de forma
continua. Para ello, la computadora necesita, obviamente, control sobre las fuentes de
informacion. La figura 3.1 muestra la conexion de la computadora y sus perifericos.

IIl.1. Conexion fisica
En la primera parte del trabajo se mencioné que la tarea de muestreo y conteo
normalmente se realiza bajo el microscopio optico, esto no cambia en este sistema; sin
embargo, la computadora requiere acceso al microscopio optico, que se logra por medio del
uso de una camara de video COHU que trabaja en niveles de grises, video NTSC y RGB,
conectada al microscopio mediante de una junta C, que adquiere las imagenes y las transfiere
a la tarjeta MATROX, que como ya se dijo tiene entradas para video.

~

Fig. 3.1 Esquema de la conexion microscopio, camara y PC



1I1.2, Controlador del movimiento
Mantener ¢l uso del microscopio como fuente de informacion brinda la ventaja de
poder monitorear el funcionamiento del sistema durante el trabajo del mismo. Sin embargo,
el uso del microscopio también representa otra dificultad y es la de tener control sobre las
platinas del microscopio y el enfoque del mismo.

I11.2.1. Hardware

Para resolver el problema de las platinas y las perillas de enfoque se cuenta con un
controlador MultiControl 2000 de motores de paso. El MultiControl 2000 es
manufacturado por MARZHAUSER GmbH Wetzlar. Este controlador tiene tres
intérpretes que soportan los comandos del lenguaje interfaz VENUS-1(15).

Para poder controlar las funciones de los motores de paso el controlador cuenta con
un CPU RISC de 32 bits, el cual otorga la habilidad al MC2000 de hacer muchas tareas en
tiempo real. Algunas especificaciones del MultiControl 2000 son:

Soporta el manejo de dos o tres ejes cartesianos.
Posee una resolucion de 40,000 pasos/revolucion.
Una velocidad méxima de 25 revoluciones/seg.
Velocidad méxima de 100 mm/seg en estado de pitch de 4dmm.
Velocidad minima de 0.1 umv/seg en estado de pitch de 4mm.
Aceleracion méxima de 1000 mm/seg? en estado de pitch de 4mm.
Velocidad méxima del joystick de 25 rev/seg.
Miximo consumo de energia 40 Watts,
Uso de un algoritmo especial para reducir el ruido de movimiento,
Ajuste dindmico de corriente para los diferentes motores de pasos.
Interfaz fisica:  RS232,

Enlace de transputer.

IEEE 488 opcional.

SCSI-2 opcional.
o Intefaz por software:  Emulador MCL.

Emulador MAC 4000.
VENUS-1
Sistema de coordenadas programable.
Velocidad y aceleracion programable.
Aprendizaje de los limites de estado y limites programables.
emoria no volatil para los pardmetros.

Actualizacion de software sin cambio fisico.
Uso de unidades reales, El controlador se encarga de transformar los movimientos de
rotacion a su equivalente lineal.

111.2.2.Software

Como se puede observar se poseen varias ventajas al usar este controlador, empero,
una de las mas importantes es la del lenguaje VENUS-1 que es un lenguaje orientado a pilas
como el Postcript. El MultiControl 2000 brinda grandes facilidades de programacion en su
modo huésped por medio del lenguaje VENUS-1 (15).
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1112, Controlador del movimiento
Mantener el uso del microscopio como fuente de informacion brinda la ventaja de
poder monitorear el funcionamiento del sistema durante el trabajo del mismo. Sin embargo,
el uso del microscopio también representa otra dificultad y es la de tener control sobre las
platinas del microscopio y el enfoque del mismo.

II1.2.1. Hardware

Para resolver el problema de las platinas y las perillas de enfoque se cuenta con un
controlador MultiControl 2000 de motores de paso. El MultiControl 2000 es
manufacturado por MARZHAUSER GmbH Wetzlar. Este controlador tiene tres
intérpretes que soportan los comandos del lenguaje interfaz VENUS-1(15).

Para poder controlar las funciones de los motores de paso el controlador cuenta con
un CPU RISC de 32 bits, el cual otorga la habilidad al MC2000 de hacer muchas tareas en
tiempo real. Algunas especificaciones del MultiControl 2000 son:

Soporta ¢l manejo de dos o tres ejes cartesianos.
Posee una resolucion de 40,000 pasos/revolucion.
Una velocidad méaxima de 25 revoluciones/seg.
Velocidad méxima de 100 mnv/seg en estado de pitch de 4mm.
Velocidad minima de 0.1 pm/seg en estado de pitch de 4mm.
Aceleracion méxima de 1000 mm/seg? en estado de pitch de 4mm.
Velocidad méxima del joystick de 25 rev/seg.
Miximo consumo de energia 40 Watts.
Uso de un algoritmo especial para reducir el ruido de movimiento.
Ajuste dindmico de corriente para los diferentes motores de pasos.
Interfaz fisica: RS232,

Enlace de transputer.

IEEE 488 opcional.

SCSI-2 opcional.
* Intefaz por sotware:  Emulador MCL.

Emulador MAC 4000.
VENUS-1
Sistema de coordenadas programable.
Velocidad y aceleracion programable.
Aprendizaje de los limites de estado y limites programables.
emoria no volatil para los parametros,

Actualizacion de software sin cambio fisico.
Uso de unidades reales. El controlador se encarga de transformar los movimientos de
rotacion a su equivalente lineal.

111.2.2.Software

Como se puede observar se poseen varias ventajas al usar este controlador; empero,
una de las més importantes es la del lenguaje VENUS-1 que es un lenguaje orientado a pilas
como el Postcript. El MultiControl 2000 brinda grandes facilidades de programacion en su
modo huésped por medio del lenguaje VENUS-1 (15).
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Los comandos del lenguaje VENUS-1 pueden dividirse en comandos de servicio, de
configuracion, de encendido, movimiento, despliegue, interactivos, de control y del manejo
de la pila (stack).

Algunos de los comandos que se usaron son:

Nombre Prototipo Funcion

selftest n sclftest Verifica el estado del
controlador al encendido

setaxis i n sctaxis Habilita o deshabilita el eje n

joy nj Habilita o deshabilita el uso
del joystick

cal cal Mueve las platinas al limite
inferior en x e y. Debe ser
ordenado antes de cualquier
otra accion de movimiento o
medicion.

m m Mide los limites mayores de
las paltinas. Se manda
después de cal.

mode n mode Pone en modo terminal o
host al controlador

setdim n setdim Activa las dimensiones del
marco de referencia

move Xyzm Movimiento absoluto a x,y y
z

rmove Xyzr Movimiento relativoax,yy z

pos p Obtiene la posicion de las
platinas

status st Obtiene el estatus de las
platinas

setunit i n setunit Pone las unidades de medida
para el eje n

setvel v setvel Aplica la velocidad v al
movimiento de las platinas

setjoyspeed v setjoyspeed Aplica la velocidad v al
movimiento que provaca el
joystick

setpos 0 0 0 setpos Actualiza el origen de las
coordenadas

Para que el sistema sea completamente automatizado se requiere de tener el control
sobre los movimientos de las platinas y la obtencién de imagenes. Con las rutinas de
BIOCOM, de la tarjeta MATROX y los comandos del MultiControl 2000 se pueden realizar
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las rutinas para ¢l enfoque en cada campo, posicion en un campo descado y barridos de los
portaobjetos.

IIL.3.1.Enfoque

IIL.3.1. Contraste

El enfoque de imagenes esta muy relacionado a la afinacion de ellas. Para lograr el
enfoque de una imagen es necesario que la computadora tenga cierto control sobre el
microscopio o el lente de la cAmara.

Un método para enfocar una imagen requiere de hacer pasar la sefial de video a
través de un filtro que deja pasar las frecuencias altas, paso-altas. Cuando se encuentra la
maxima fuerza de una sefial a altas frecuencias entonces se halla el punto de mayor
afinamiento y por lo tanto el punto de mejor foco (8).

Algunos métodos para encontrar el valor maximo de una imagen afinada son:

F3 3 (gmgio)
Py 3e 3388

F3= '2 Z( g.i= p)z donde p es la media de brillantez en la region de muestra

F4=Z Zgl,j 'giol.j - Z Zgl,j 'glﬂ,i

FS:X 2 g, 8.," N-M. #2 para una subregion rectangular de tamafio MxN

Para realizar sumas sobre la imagen o segmento de la imagen se usa g que representa
el valor de la brillantez, en la escala de grises, de cada pixel en la posicion i,j. Hacer maximo
el valor de F en cualquiera de las formulas de arriba, produciré un punto de enfoque dptimo.

Como se menciond anteriormente es posible lograr el enfoque de un dispositivo
optico por medio de un algoritmo que calcule el contraste en una serie de tomas y elegiendo
como la de foco dptimo a la que posca el mayor contraste.

El algoritmo para obtener el contraste de una toma que se usa en el sistema es el que
s¢ esquematiza en la figura 3.2 y se resume como sigue:
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Encontrar la diferencia de los pixeles claros y obscuros de la pantalla varias veces y

seleccionar el valor que sca mayor.

si
[connm- diferencia entre el fonds y objeh?]

contrasie final <contrasie*facthor

I [ contraste final=contrasie * facior|

Fig 3.2 Esquema para hallar cl contraste de una imagen.

El factor que multiplica a la diferencia de cada toma es un valor que se relaciona con el
namero de veces que se hace el muestreo y el numero de lineas que se usan para el
muestreo. La implementacion del algoritmo anterior puede ser visto en la rutina ini_cont1.

II1.3.2. Movimiento

Para realizar ¢! enfoque en una posicion (x,y) especifica del controlador, y de la
muestra, es necesario realizar un barrido en el ¢je z (eje de enfoque) que abarque una
distancia lo suficicntemente grande para que el proceso siempre encuentre el foco de la
toma.

Una de las opciones era implementar un algoritmo similar al método de divisiones
consecutivas de Newton, esta opcion permitiria tener un sistema de enfoque que pudiera
barrer casi todo el espectro en el ¢je z. Sin embargo esta alternativa oscilaba mucho,
haciendo que el enfoque fuera muy lento. Los problemas se debieron a que es necesario
poner bien la semilla de arranque y también a que no siempre cada posicion en z tiene el
mismo nivel de contraste; este efecto es producido porque la camara de video tiene un
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margen de ganancia y al igual que la tarjeta, realiza un muestreo que ocasiona una pequefia
variacion de contraste.

Finalmente se decidio implementar un enfoque limitado, es decir que el enfoque
barriera solo parte del espectro en z, hallando el foco de la posicion (x,y) entre dichos
limites. El enfoque barre, desde el punto original, seis posiciones anteriores y seis
posteriores sobre el eje z, como puede observarse en la figura 3.3. Este limite de pasos
puede cambiar siempre que no se halle un punto dptimo o sea que todas las muestras tengan
el mismo nivel de contraste.

Selecciona Enfeque gruese
0 Enfoque fino

[Nﬁmn de muestras igual o uls]

Leo posicién eriginal

]

Regrese el mimere de
muestras dividide entre dos

lObhn;o conirasie de la image |

I |

Ir a posiciin con mayer
conirasie

Fig. 3.3 Esqucma dc la rutina dc enfoquc.

La dimension del paso depende del tipo de enfoque que se desec pues el sistema
permite el enfoque burdo (grueso) o fino, el algoritmo no cambia solo cambia el tamailio del
incremento,

Al algoritmo se le han hecho algunas modificaciones en su implementacion en la
rutina enfoque, como el definir un limite; esto es para cvitar que al faltar la energia eléctrica
que alimenta la iluminacion del microscopio el sistema llegue a romper la laminilla que se
encuentra examinando. Este limite se defini6 de manera experimental y depende del tipo de
objetivo que se esté usando para la revision del portaobjeto.
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De manera similar se cuenta con una variable para saber la posicion actual del
sistema sobre el eje Z (off_z1). El uso de esta variable se debi6 a problemas con el
controlador MC2000 ya que después de demasiados comandos, el controlador se quedaba
en un estado suspendido provocando que el sistema dejara de funcionar en su totalidad.

111.4. BARRIDOS

1L 4.1 Movimiento

Se mencionaron las facilidades del controlador MultiControl 2000 pues posee
comandos de movimiento en los tres ejes coordenados, empero, es necesario realizar una
implementacion de una rutina que mande los comandos al controlador; se requiere también
que dicha rutina espere respuesta del mismo controlador con referencia a que los motores
han llegado a la posicion requerida. Esta rutina se llama muevexyz que permite el
movimiento de forma absoluta y relativa al punto en que se halle el controlador. Para hacer
la espera de la terminacion del movimiento se obtiene el estatus del controlador hasta que
permite ejecutar otro comando.

Por lo mencionado anteriormente, puede decirse que ya se posee control sobre la
fuente de informacion de los cultivos. Sin embargo, como se menciono en la primera parte
del trabajo, existe un barrido especifico de las laminillas asi que es indispensable emular
dicho barrido.

1I1L.4.2. Desplazamientos

Antes que nada es necesario identificar el area que es visible en cada pantalla usando
un objetivo determinado, es decir al usar un objetivo del microscopio con un lente de n
aumentos se puede apreciar un plano (x,y) que difiere del observado bajo un objetivo de otro
aumento. La informacion sobre el area que abarca cada objetivo es guardada en un archivo
de definiciones llamado OBJETIV.MIC.

lll.4.3. Definicion de Areas de Observacion

El sistema cuenta con la facilidad de poder cambiar de campo de definicion o de
redefinir el area de un objetivo. La definicion del area para cada objetivo se realiza de la
siguiente manera: se pintan en la pantalla del monitor "imagen" cuatro cruces que serviran
como referencia, se pide al usuario que mueva un objeto a cada una de las cruces, validando
su llegada a cada una de ellas, y una vez en cada cruz se lee su posicion en (x, y) para
posteriormente hacer los calculos del arca demarcada (ver figura 3.4).
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La implementacion de esta idea puede verse en la rutina llamada defobj. En esta
rutina se encontrara una idea mas que permite verificar si el movimiento en x e y es paralelo
a los ejes x-y.

Fig 3.4 Pantalla dc movimicnto grafico

111.4.4.8¢leccion del Area de Observacion

La eleccion de un objetivo es un poco mas simple pues se lee el archivo
OBJETIVMIC, en donde estan todos los objetivos ya definidos y el objetivo que se
encuentra activo. Para cambiarlo se realizo una interfaz grafica para poder elegir por medio
del raton el objetivo deseado. La idea es leer el contenido del archivo e imprimirlo en la
pantalla. Con ayuda de la rutina para el movimiento del ratén es posible leer en que posicién
de la pantalla se encuentra y, por medio de una conversion de coordenadas de la pantalia a la
posicion del archivo, es posible saber que objetivo se esta seleccionando. Esta operacion se
lleva a cabo por la subrutina actebj.
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Tipo Despx Despy Activo

x4 5526.28125 1076.05078
x10 2208.00000 435.82422 *
x20 1104.62500 216.72266

Fig 3.5 Pantalla dc scleccidn de objctivos

111.4.5.Traslape

Cabe mencionar que el recorrido de las tomas no esta ajustado pues se realiza un
pequefio traslape de ellas para que posibles objetos que hubiesen quedado en medio de cada
toma puedan ser revisados. Este traslape es definido por el usuario para cada tipo de
objetivo (funcion encima) y es almacenado en el archivo OVERLAP.PAR vy en la variable
overlap. Este traslape normalmente es del tamafio promedio del objeto mas grande a
reconocer pero es responsabilidad del usuario definir bicn los traslapes para que no queden
cuerpos sin contar ni se cuenten cuerpos de mas.

I11.4.6. Limites

Hablando de¢ los limites del controlador, éste tiene definido el valor minimo y
maximo del eje X y es imposible modificarlo asi que el valor del tamaifio en X de las
laminillas es mas o menos constante; sin embargo, el valor en Y es modificable asi que es
preciso que al calibrar las platinas sc lea el tamaiio de! desplazamiento total sobre el eje Y.
Esto se hace normalmente al entrar al programa (funcion inicia).
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111.4.7.Zona Valida de Barrido

Como las muestras de cultivo normalmznte ocupan una seccion de la laminilla, es
inutil barrer toda el drea de la laminilla; para esto se define un porcentaje de las laminillas
que sera desechado del barrido, como puede verse en la figura siguiente.

Fig. 3.6 Forma dcl barrido y zona dc interés cn la laminilla,

Las rutinas que definen estos bordes finales son despx y por100. Al igual que la definicién
del érea para cada objetivo los ultimos limites de barrido para cada laminilla son
almacenados en un archivo DESP.PAR.

IIL4.8. Tipos de Barrido

El area definida anteriormente ¢s la de un barrido predefinido, sin embargo, es
posible que el usuario redefina la zona de interés para todas las laminillas o para cada
laminilla instalada. Esto se logra por medio de las rutinas defind y defl1x8 respectivamente.
Es importante mencionar que la forma en que se realiza el barrido nunca cambia pero si es
posible cambiar la zona de barrido. Las zonas de barrido para cada laminilla son
almacenadas en la variable region.

Cada vez que se realiza una ejecucion de barrido se calcula el nimero de tomas que
se haran por cada cje; esto lo realiza la funcion calcula_mov que realmente hace un calculo
de la relacion, para cada portaobjetos, del tamafio de los limites definidos en region y el
tamafio del area que abarca el objetivo (factor), guardando dicha relacion en la variable
veces. Es por ello que antes de realizar alguna orden de barrido se elija el objetivo correcto y
se defina la zona de barrido.

Por ultimo debe mencionarse que después de cada localizacion en x,y es
indispensable enfocar el campo; posteriormente se lleva a cabo la operacion del
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reconocimiento de los cuerpos en dicho campo. Este esquema puede verse en la siguiente
figura.

| mueve_pobjaminilla, 3, y, enfoque)
1

nunoc“hlclb
ohjoies

si

Fig. 3.7 Funcionamicnto bdsico dcl funcionamicnto del sistcma.

Es necesario tener un control sobre la posicion en que se encuentra el barrido para cada
laminilla, este control se lleva a cabo por medio de la variable veces y dentro de la funcion
mueve_pobj. Esta funcion realiza el control del sentido del barrido, el cambio de campo,
enfoque de ia toma y cambio de portaobjetos. A continuacion se muestra un esquema del
funcionamiento de mueve_pobj.

Meverse a la siguienie ]
pesicién
enfoque fine
Calcular sigulenie posicién
Calcular siguiente pesicién

oy

@

Fig 3.8 Forma cn quc sc rcalizan la operacién dc
control dentro dec mucve_pobj.

Como se puede ver, el enfoque grueso solo se realiza al comienzo de cada laminilla y en el
resto del portaobjetos se realiza un enfoque fino.
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111 4.9. Mancjo de Controles y Experimentos.

Para hablar de la forma en que se hizo la implementacion final para calcular el indice
mitotico siguiendo las especificaciones de los biologos, es necesario mencionar las
indicaciones que se deben seguir para revisar las laminillas. Se ha mencionado el uso de
controles y laminillas asociadas a dichos controles; esto se debe, como se recordara de la
introduccion, a que si el cultivo es muy grande se puede tener un nimero alto de laminillas
que constituyen el experimento, asi que se toma una muestra de laminillas que seran
revisadas primero (llamadas controles). Si estas laminillas cumplen un indice mitdtico
minimo, entonces se revisa el resto de las laminillas que conforman el experimento (a éstas
se les llama experimentos asociados).

Esta forma de revision debia ser implementada en el sistema; asi que debia
desarrollarse la forma en que se pudiera detectar que posicion de las platinas pertenecia a
qué categoria.

Se desarrollo el siguiente sistema: se tienen un numero fijo de portaobjetos
instalados, definido en la variable num_portaobj, y un nimero fijo de posibles posiciones
(el sistema de platinas motorizadas puede soportar como méaximo ocho laminillas). Se
implementaron las siguientes estructuras para poder controlar el manejo de las laminillas;
controles[8] y asociados[8], ambos del tipo caracter. En la estructura controles se sabe que
tipo de laminilla ocupa cada bahia de las laminillas; las laminillas que representan a los
controles se representan con las ¢ mayuscula y minuscula. Las laminillas que representan a
los experimentos se representan con las letras ¢ mayuscula y minuscula y, por ultimo, las
laminillas que no dependen de ninguna otra laminilla se denominan libres y son representadas
por las letras £ maylscula y minuscula. Cuando una laminilla no ha sido revisada aun,
siempre habra letras mayasculas en cada posicion de la estructura controles, una vez que
fueron revisadas la letra cambia a mindscula.

La estructura asociados funciona de la siguiente manera; el casillero que representa a
un control es el que sc modifica los demas tendran el valor de cero. Si un control tiene
experimentos asociados entonces estos seran representados por medio del encendido del bit
que refleja su posicion dentro de las platinas. Si la laminilla 1 es un control y tiene asociados
a las laminillas 4 y 7 entonces las estructuras quedan como sigue:

» controles[0]='C", controles[3]='E', controles[6]='E'.

+ asociados[0)=0+0+0+8+0+0+64+0=72.

Como es posible observar, la posicion de cada laminilla es menor por una unidad debido a
como se hace referencia a arreglos en el lenguaje C.
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Antes de iniciar el calculo del indice mitotico se renuevan las estructuras y se pide el
tipo de laminillas que se encuentran instaladas. La rutina que se encarga de realizar esto se
llama asocia.

Las rutinas findnextcontrol, findnextlibre y findnextexpasoc son otras rutinas que
modifican las estructuras controles y asociados. La rutina findnextcontrol hace una
consulta de la estructura controles para hallar si hay la posicion de la siguiente laminilla del
tipo control, si ya no hay laminillas control entonces regresa el valor de cero. Si, por el
contrario, hay una casilla que contenga la letra C mayuscula, entonces la cambia por ¢
minascula y regresa la posicion en que la encontro.

La rutina findnextlibre funciona de la misma forma que la rutina findnextcontrol,
solo que con las letras £ minuscula y L mayuscula.

En el caso de la rutina findnextexpasoc el acceso se hace a la estructura asociados
por medio de una variable que indica el control que se usa en ese momento, liamada
control_ant. Si la estructura asociados[control_ant] tiene algin valor distinto a cero,
entonces se realiza una mascara del primer bit que este prendido, desde el menos
significativo hasta el mas significativo, que representara el siguiente experimento a revisar.
Dicho bit es apagado después de ser hallado. Cuando no hay mas experimentos asociados
para control_ant entonces la rutina regresa un valor negativo.

También se hace uso de la variable ant que acarrea el valor del ultimo portaobjetos
que fue revisado.
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CAPITULO IV

CALCULO DEL INDICE MITOTICO.

IV.1. Categorias

Al comienzo del trabajo se hizo una introduccion acerca de la forma en que se realiza
el calculo del indice mitdtico reconociendo dos categorias. La primera es la de los nucleos
estimulados y la segunda la de las mitosis. Sin embargo, en las preparaciones existen nucleos
no estimulados y artefactos. La diferencia fisica entre los nucleos estimulados y los no-
estimulados es que los primeros son mas grandes y claros que los segundos. En cuanto a las
mitosis, existen de dos tipos compactas y dispersas cuya diferencia radica, basicamente, en el
drea que ocupan en la pantalla.

A

V.11 Niucleos

Los nucleos son los cuerpos que se presentan en mayor cantidad en las
prepaparaciones; cuando los nicleos se clasifican manualmente presentan un tamaiio en
cierto rango, una forma casi circular y un color caracteristico lo que los hace facilmente
identificables al realizar el calculo manualmente, ver ilustraciones de la figura siguiente.

a)
Fig. 4.1 Nicleos estimulados. a) ejemplo 1. b) ejemplo 2.
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Fig. 4.1 Nucleos estimulados. a) ejemplo 1. b) ejemplo 2.

Sin embargo, es necesario tener cierta experiencia para reconocer a los nucleos
estimulados de los no estimulados, pues si en una laminilla predominan los nucleos
estimulados grandes entonces el ser humano, por naturaleza, restringe su reconocimiento a
dichos nucleos olvidandose de los nicleos estimulados mas pequefios, los que quizas estan
en el limite de estimulados y no estimulados. Para la computadora no existe dicho problema
pues siempre contara los nucleos que se le hayan instruido reconocer.

Después de haber sido duplicados en la mitosis, los cromosomas estan en proceso de
separacion y éstos pueden encontrarse en diversas etapas, (figura 4.2) que van desde los que
apenas estan abandonando el estado de nucleo estimulado hasta los cromosomas
completamente esparcidos por el campo de observacion. Por esta razon es conveniente, para
propositos del sistema, dividir a las mitosis en dos categorias: mitosis compactas y mitosis
dispersas. De aqui en adelante se hablara de ellas por separado pero se debe tomar en cuenta
que en la realidad forman parte de una sola clase.

46



.12 Mitosis
Las mitosis separadas o dispersas tienen una densidad de cromosomas menor que las
mitosis compactas lo que provoca que, en ciertas circunstancias, en las mitosis compactas no

se puedan identificar cromosomas individuales sino una aglomeracion de objetos, como es
posible observar en las siguientes imagenes.
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Fig. 4.2. Mitosis dispersas y compactas. a) ¢jemplo 1.
b) ejemplo 2. ¢) ejemplo 3.
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Fig. 4.2. Mitosis dispersas y compactas. a) ejemplo 1.
b) ¢jemplo 2. ¢) ejemplo 3.
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Fig. 4.2. Mitosis dispersas y compactas. a) ejemplo 1.
b) cjemplo 2. ¢) ejemplo 3.
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En este punto es necesario hacer notar que el ser humano esta capacitado para
agrupar elementos de un mismo cuerpo y clasificarlos como una sola unidad pero la
computadora requiere de una técnica que permita identificar como un solo cuerpo a varios
elementos esparcidos en la pantalla para luego obtener sus caracteristicas. Si se pueden
agrupar los componentes de una mitosis entonces el ser humano clasificara a dicho grupo
como un nucleo o artefactos dependiendo de, bésicgmgn;e, su textura,

IV.2. Representacion y Descripcion de clases

1V.2.1. Segmentacion

Antes de comenzar con la definicion de parametros que se usaron para reconocer a
los nucleos y a las mitosis, es necesario mencionar que debido a que BIOCOM posec la
capacidad de segmentar la imagen bajo un nivel de gris determinado se necesitaba entonces
encontrar un algoritmo que permitiera hallar un nivel de gris que separara el fondo de la
imagen de los objetos de interés.

Como se menciono en el segundo capitulo, Otsu (1) desarrollé un método que divide
dos clases de pixeles dentro de la pantalla. Se supuso que una clase es el fondo y la otra los
objetos de interés para implementar el algoritmo de Otsu, que encontrara el nivel de gris que
define la separacion de las dos clases. Esta implementacion puede ser revisada en la funcién
find_umbral en el disco. La implementacion esta apegada al método que se menciona en el
capitulo 2.

Dicho umbral, o nivel de gris que divide dos categorias, es pasado a las rutinas de
BIOCOM para que segmenten la imagen bajo ese nivel de gris. Esta operacion puede ser
vista en la funcion segmenta en ¢l disco y su efecto en la figura 4.3. Es necesario tomar en
cuenta que al segmentar la imagen esta ¢s congelada.

El método de Otsu realmente permite dividir ¢l fondo de ciertos grupos de pixeles
que representan objetos de interés dentro de la pantalla, sin embargo no siempre ocurrié asi,
a veces se presentaron problemas de saturacion o pérdida de informacion. Los problemas en
la segmentacion de las imagenes seran tratados cn este capitulo pero al momento en que se
explique la forma de reconocer las diferentes categorias.
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Fig. 4.3. Segmentacion de una pantalla.

1V.2.2. Obtencidn de parimetros
Por otra parte habria que mencionar que una vez hecha la segmentacion, entonces se
cuentan con objetos, o contornos, que son numerados por el sistema y a los cuales se tiene
acceso por medio de tablas existentes en BIOCOM. Sin embargo, para obtener sus
caracteristicas morfométricas no es necesario hacer uso de las tablas, por lo menos no todo
el tiempo. Para obtener las medidas morfométricas que BIOCOM permite realizar, se hace
uso de la rutina ROUTI en FORTRAN, la cual tiene el siguiente prototipo:
ROUTI(tipo, contorno, retorno)
donde fipo es el tipo de valor morfométrico que se desea. Para saber qué valor debe
tener fipo al llamar a ROUTI se debe consultar una tabla de BIOCOM o el
codigo fuente de dicha rutina.
contorno es el contorno al cual se le desea sacar la medicion.
retorno es el valor obtenido de 1a medicion.
Por medio de esta rutina es posible obtener de un contorno una serie de medidas
morfométricas que ya estan implementadas en BIOCOM como:

* Coordenada x del centro de gravedad del contorno.

* Coordenada y del centro de gravedad del contorno.
* Area del contorno.
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Perimetro del contorno.

Factor de forma del contorno.

Media del nivel de gris dentro del contorno.
Desviacion del nivel de gris dentro del contorno.

IV.3. Busqueda de parimetros que definen a las distintas categorias
Es importante sefialar que mientras se llevaba a cabo el proceso de busqueda de las
caracteristicas de cada categoria, se realizaron otros procesos que serdn tratados después de
explicar la definicion de las caracteristicas de cada categoria.

IV.3.1. Ndcleos

Para el caso de los nicleos no fue dificil identificar los parametros que los hacian
caracteristicos, simplemente se usaron los mismos pardmetros que el ser humano usa para
reconocerlos: circularidad, tamaflo y color. Esto se traduce a nivel de gris, desviacion en el
nivel de gris, factor de forma, que es una medida de la circularidad de un objeto, y su érea.

El factor de forma ayudé mucho a discriminar algunos objetos, llamados artefactos,
que no son de interés en esta etapa de los que lo son; aunque muchos de los objetos
artefactos lograron confundirse como nucleos estimulados. El que el factor de forma sea de
gran utilidad se debe a que los nucleos estimulados poseen una forma casi circular, es decir
su factor de forma esta muy cercano al valor 1.

El parémetro de tamatlo al principio fue usado como filtro de dos categorias, nicleos
estimulados grandes y nucleos estimulados pequefios. Esto fue debido a que al hacer algunos
muestreos manualmente se vio que era posible, también, dividir esta clase en dos categorias
sin embargo al realizar las diferentes pruebas del sistema se vio que esta division se podria
ahorrar haciendo menos complicado el sistema.

A pesar de usar el tamailo como un buen filtro se seguian presentando problemas con
la inclusion de artefactos pues algo que ayuda mucho a los investigadores a discemir entre
un nucleo estimulado de uno no estimulado, sobre todo en los limites de las categorias, es el
color y la textura de los nicleos asi que habia que realizar la implementacion de este
parametro para lograr un mejor reconocimiento.

El problema surgio en ese momento, debido a que, al tener la imagen directamente
del microscopio, ésta se encuentra un poco alisada debido a la forma en que es adquirida la
imagen por la cimara y no se posece mucho contraste en cada objeto haciendo dificil
desechar objetos con una textura accidentada, que no son nicleos estimulados, y aceptar los
de textura mas lisa, o nicleos estimulados (ver figura 4.4). Para acentuar el contraste de
cada objeto se decidio realizar un proceso a la imagen antes de obtener las medidas de nivel
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de gris y desviacion estandar del nivel de gris, que sirve como una cierta medida de textura
pues da una idea de que tan lejanos estan los niveles de grises de un contorno de un valor de
gris medio. La medicion de estos parametros no debia modificar las mediciones sobre
tamafio y factor de forma, o por lo menos incidir lo menos posible en ellas.

a)
Fig. 4.4. Tipos dc Imdgenes a) sin contraste. b) contraste.
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Fig. 4.4. Tipos de Imdgenes a) sin contraste. b) contraste.

El primer paso fue afinar la imagen con una mascara del tipo

o -1 0
-1 5 -
o -1 0

que esta incluida como una funcion de la tarjeta MATROX llamada fg_sh1l. Cuyo resultado
puede verse a continuacion:
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a
Fig. 4.5. Proceso de afinacion de una imagen. 3) Imagen original. b) Imagen afinada.
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Fig. 4.5. Proceso de afinacion de una imagen. a) Imagen original. b) Imagen afinada.

Esta funcion ayudo bastante, sin embargo se necesitaba de un mayor contraste y
definicion de los bordes de los objetos, debido a que ain algo de los artefactos se
confundian con nucleos estimulados, asi que se cambio a la mascara:

-1 -1 -
-1 9 -l
. S Y

que también esta contenida en la tarjeta MATROX, bajo el nombre de fg_sh2, y cuyo
resultado puede verse en la imagen 4.6. Con esta mascara se obtuvo un mayor contraste

haciendo posible discernir entre artefactos y objetos que representan a los nucleos
estimulados.
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Fig. 4.6. Imagen afinada por scgundo método.

Realmente parecia que esto lograria resolver el problema; empero como este proceso
aumenta mucho el contraste entonces en algunas imagenes, sobre todo en aquellas con un
fondo rugoso, la segmentacion producia una saturacion en el nimero de contornos o en el
nimero de puntos que permite manejar el sistema BIOCOM, (imagen saturada visible en la
figura 4.7). Este numero es de 3600 contornos y de 10,000 puntos, respectivamente. La
saturacion se debe a que con el afinamiento de la imagen aparecen mayores objetos en ung
imagen con artefactos o ruido, es decir los artefactos es resaltada gracias al afinamiento,
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Fig. 4.7. Imagen saturada.

Se presentaban las siguientes alternativas; primera, el uso del afinamiento para
resaltar algunos contornos y obtener de manera mas precisa los nicleos en la pantalla pero la
mala segmentacion de los objetos en algunas pantallas. Segunda la inclusion de artefactos al
no afinar la imagen pero una menor probabilidad de saturacion en la segmentacion. De
ambas formas se presentaba una pérdida en la informacion.

La experimentacion demostro que era factible realizar la segmentacion de la imagen
cuando ain no se le realiza el afinamiento (para posteriormente aplicarlo con el segundo
método de afinamiento y sobreponer los contornos obtenidos anteriormente). Esto fue facil
de hacer pues el manejo de las tablas de contornos y el procesamiento de la imagen se
manejan independientemente, afectando zonas de memoria distintas; ademas mientras no se
renueven las tablas de contornos estos permanecen en memoria permitiendo afinar la imagen
para después trabajar con los contornos sobre la imagen afinada. Este método permitid no
modificar las medidas de forma y tamafio, lo cual era una condicion establecida. Finalmente
la forma de hallar los contornos fue la siguiente:

I. Segmentar sobre la imagen original P
2. Afinar la imagen original P y obtener la imagen P'
3 Sobreponer los contornos obtenidos en el paso 1 sobre la imagen original P

Con el método anterior se logro medir el nivel de gris y la desviacion de niveles de
gris en los contornos de forma tal que permitia un mejor aislamiento de los contornos que
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representan nucleos estimulados. Sin embargo, posteriormente y debido a la
experimentacion, se retiro la medicion del nivel de gris pues el tamafio de los nucleos esta
asociado a su color.

1V.3.2. Mitosis Compactas

Una vez resuelta la forma de reconocer los nucleos, el paso siguiente fue hallar el
mejor método para encontrar las mitosis. Por su dificultad se decidio proseguir con las
mitosis compactas pues no se tenia idea de como hacer su bisqueda.

La bisqueda de caracteristicas comenzo por los parametros mas sencillos: factor de
forma, nivel de gris, desviacion estandar en el nivel de gris y area. Sin embargo, el factor de
forma no es de mucha ayuda debido a que las mitosis compactas no se presentan con un
patron de forma fijo, incluso pueden variar de casi circulares a fusiformes (ver figura 4.8).
Por principio se desecho este parametro.
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Fig. 4.8. Mitosis compactas. a) ejemplo 1.
b) ejemplo 2. c) cjemplo 3.
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Fig. 4.8. Mitosis compactas. a) ejemplo 1.
b) cjemplo 2. ¢) ¢jemplo 3.

59



Si se usa solamente el valor de nivel de gris, desviacion estandar del nivel de gris y
area las mitosis compactas pueden confundirse con nicleos estimulados o con artefactos. Es
decir estos parametros no son suficientes para lograr la extraccion de contornos
representando a las mitosis compactas de los demas. Es necesario hacer notar que el
procedimiento para encontrar los contornos de las mitosis compactas fue el mismo que se
realizo para los nucleos estimulados: primero segmentar sobre la imagen que proviene del
microscopio y después afinarla para sobreponer los contornos obtenidos.

Las primeras busquedas llevaron a ver que la segmentacion de la imagen creaba
contornos que encerraban niveles de gris, pertenecientes al fondo, dentro de ellos (ver figura
4.9). Esta situacion modificaba enormemente las mediciones dentro del contorno, como el
nivel de gris medio y su desviacion estandar.

La busqueda de una segmentacion que no contuviera niveles de gris del fondo
comenzo por hacer alos contornos mas pequefios por medio de la modificacion de las tablas
que los definen.
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Fig. 4.9. Imagen con contornos conteniendo fondo en ellos. a) cjemplo 1.
b) gjemplo 2.
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b)
Fig. 4.9. Imagen con contornos conteniendo fondo en ¢llos. a) ejemplo 1.
b) ejemplo 2.

Debido a que algunos contornos no tienen sus limites ajustados a los bordes de los
objetos, las mediciones sobre los pixeles del contorno contienen ruido, es decir, se realiza la
cuenta de elementos que no pertenecen al contorno. Para evitar esta pérdida de informacion
se cred una rutina que permitiera reducir el contorno en ciertas unidades; es decir, erosionar
el contorno. Por experiencia se dejo de lado la operacion de afinamiento de la imagen antes
de llevar a cabo la segmentacion de la misma.

Para poder crear la funcion que redujera los contornos en un cierto nimero de
unidades se tomé como base una funcion de BIOCOM que permite el acceso a las tablas de
contornos. Ademis calcula el sentido de los angulos existentes entre los puntos que definen
el contomno y su centro de gravedad. La medida del angulo es muy importante debido a que
por medio de esta informacion se sabe si el contorno tiene una curva convexa o concava,
Este tipo de curva permite saber si se suma o resta de las tablas de contornos el valor de
unidades a erosionar (disminuir) sin que se modifique la forma del contorno, La subrutina
que realiza esta operacion se llama EROSI.

Sin embargo el uso de la funcion de erosion mostro que si se le quitan muchas
unidades al contorno con respecto al centro de gravedad puede suceder que el contorno
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cambie radicalmente su forma y se convierta en un contorno no convexo, como puede verse
en laima ensi uiente,

a)

b)
Fig. 4.10. Proceso de reduccion de un contorno. a) Contornos originales. b) Contorno colapsado.
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Para evitar este problema se hizo un estudio para saber de cuanto era la media de reduccién
necesaria para que un contorno no fuera modificado en su forma. El estudio arrojo6 como
resultado que era posible reducir 1.5 unidades siempre y cuando el contorno inicialmente
tuviera una superficie minima de 14 unidades. Practicamente se erosiona 1.0 unidades cada
vez que se usa esta funcion.

Esto solucionaba, en un alto porcentaje, el problema de los contornos incluyendo
parte del fondo. Desde este momento, las medidas de nivel de gris y desviacion estandar del
nivel de gris dentro del contorno seran tomadas después de la erosion. Empero seguia sin
producirse ningin resultado que encontrard las mitosis compactas y que no incluyera
nucleos o artefactos usando los mismos parametros de los nicleos estimulados. La bisqueda
de parametros debia continuar.

W.3.21. Textura

La forma en que el ojo humano reconoce cuerpos como las mitosis compactas es por
medio de la textura, entonces era preciso hallar parametros de textura dentro de los
contornos que pudieran ser mitosis compactas.

Sobre medidas de textura existe mucho escrito, aunque en realidad estos métodos
requieren de un gran nimero de operaciones 0 de otros recursos, como memoria de la
maquina. Es indispensable tener siempre en cuenta que en un sistema de este tipo el tiempo
de proceso es importante, pues si el sistema es excesivamente lento, por lo que es preferible
seguir haciendo los calculos manuaimente.

Partiendo del hecho anterior, era indispensable hallar medidas de textura que fueran
faciles de calcular pero que ayudaran a identificar a los contornos que pudieran contener
mitosis compactas. La busqueda se prosiguio siguiendo el paralelismo que las imagenes
tienen con los relieves. Los niveles de gris significan de alguna forma profundidades y picos.

Si fucra posible tener un nivel medio, algo como c! nivel del mar, que sirviera como
referencia para medir el nimero de picos, valles y depresiones; entonces, se podria tener un
parametro de textura bastante rapido. Esto es posible debido a la forma en que trabaja la
rutina qué permite saber que pixeles pertenecen a un contorno.

Por medio de la rutina fg_rowr, de MATROX, es posible leer los pixeles que
pertenecen a una linea y por medio de otra rutina de BIOCOM definir los qué pixeles estan
dentro del contorno. Las rutinas de lectura y escritura de pixeles d¢ MATROX son muy
rapidas en su funcionamicnto.

Al parecer, la mejor forma dc hallar una referencia dentro de un contorno era un
nivel medio de clases internas, es decir, un proceso Otsu al interior de cada contorno.

63



Este fue el siguiente paso: realizar una funcion que obtuviera el valor de division de
clases dentro de cada contorno. La funcion que realiza esta operacion es OTSU, en
FORTRAN, que usa como base la funcion ROUTI, la cual hace referencia a los pixeles que
pertenecen exclusivamente a un contorno y a find_umbral.

En este momento se tenia la referencia y el acceso a cada pixel dentro del contorno,
faltaba buscar la mejor forma para detectar las depresiones, valles y picos.

Desde el principio se decidio medir el nuimero de cambios que se presentaban con
referencia al nivel patron (Otsu) en el total de pixeles que conformaban el contorno.

Otra vez este parametro se quedo corto con la exigencia como parametro definitivo
para la identificacion de las mitosis compactas, debido a que al hacer la relacion de los
cambios de nivel de gris entre el nimero total de pixeles la medicion equivalia a la media de
cambios. Como se sabe la media no siempre da la mejor informacion sobre lo que esta
sucediendo en una poblacion. Por ello era necesario medir los cambios de otra manera que
no tomara mucho tiempo.
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a)
Fig. 4.11. Mitosis compaclas scgmentadas. a) cjemplo 1.
b} cjemplo 2.
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Fig. 4.11. Mitosis compactas scgmentadas. a) ¢jemplo 1.
b) cjcmplo 2.

Se decidio hacer una nueva investigacion sobre como se realizaban las mediciones
dentro de la rutina ROUTI. Estas son hechas hilera por hilera e identificando de cada fila
horizontal aquellos pixeles que pertenecen al contorno (ver rutina CONTRA vy figura 4.12).

Entonces fue cuando surgio la idea de medir el nimero de cambios que suceden por cada
linea.
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Fig. 4.12 Esquema de la forma cn que sc miden las lincas dentro de un contorno.

Aunque pareciera que el conteo de cambios por linea debiera ser igual al de Ia
medicion de cambios por pixeles, en realidad hay una diferencia debida a que los cambios
por pixeles es una medida de la media de cambios dentro del contorno mientras los cambios
por linea da una nocion del comportamiento en cada hilera del contorno. Esta diferencia es
significativa en los casos en donde hay huecos claros dentro del contorno porque aumenta el
numero de cambios por hilera. Aunque la lﬁedida de cambios en el total de pixeles parecia
obsoleta, en realidad es un parametro que permite tener idea de la densidad de cambios en
las mitosis compactas, asi que se mantuvo como parametro.

Otra medicion que se decidio tomar fue la del nivel de contraste dentro de un
contorno, que también es una medida de la textura de un objeto. La forma en que se midi6 el
contraste interno fue por medio de la misma referencia, nivel de gris Otsu, y calculando el
promedio de niveles de gris por encima y por debajo de dicha referencia relacionandolos por
medio de una resta. Todas estas mediciones pueden obtenerse por medio de la subrutina
CONTRA que, nuevamente, toma como base la rutina ROUTI para hacer referencia a los
pixeles que pertenecen a un contorno.

Las mediciones de textura pueden ser limitadas si Unicamente se hacen en sentido
horizontal, asi que se llevo a cabo la implementacion que permitiera la medicion de cambios
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por linea y por pixel en sentido vertical. Estas mediciones también se realizan por medio de
la rutina CONTRA, aprovechando las mediciones que se hacen para medir de forma
horizontal.

1V.3.3. Mitosis Dispersas

Por ultimo quedaban las mitosis dispersas. La primera dificultad para hallar las
mitosis dispersas se encuentra en poder unir los cromosomas esparcidos en un solo cuerpo.
Los intentos para lograr el agrupamiento de cuerpos se dirigieron en dos sentidos; el
primero, fue hacer un calculo de la cercania de los centros de gravedad de los contornos, y
el segundo era hallar un procesamiento no morfométrico que facilitara la obtencion del
grupo de cromosomas antes de la segmentacion.

El primer método consistio en calcular las distancias entre cuerpos y, por medio de
una referencia definida por el usuario mediante un entrenamiento (la cuestion del
entrenamiento se tratara mas adelante), decidir si un contorno pertenecia a un agrupamiento
o no. Después de identificar aquellos elementos del grupo seria necesario, para obtener sus
caracteristicas morfométricas, modificar las tablas de contornos para obtener un solo
contorno que incluyera a todos los elementos, o bien realizar un proceso a la imagen que
permitiera segmentar dicho grupo de elementos como un solo objeto.

a)
Fig. 4.13. Proceso de aglomeracion de objctos. a) Imagen inicial. b) Segundo paso.
¢) Resultado del método.

67



.. - (..’.
& .
o.’ - L4 M
- v ’ ’ .7:|f: ,‘ *
4 -7\, +
® . '
® ‘e .
" ® !
- “
[ 4
® -
’.. - -
- . W
b)
¢ ’ e .. ®
.. . ¢
Y .
4 .
[ I
r * . . PO
. 3 - "'.‘.\, . )
AP .
e 't: ."..r, *
T PN ° .
B T AR - .
o, :
A r L)
o .
o o -
) - [
n h ]
. Iy ¢
[ J
..
»
o .
<)

Fig. 4.13. Proceso de aglomeracion de objetos. a) Imagen inicial. b) Segundo paso.
¢) Resultado del método.
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Realmente la identificacion de contornos cercanos no significaba gran problema ya
que BIOCOM permite obtener el centro de gravedad de cada contorno por medio de la

funcion ROUTI y el calculo de distancia es muy simple: J(( Xi— xo)z + ( Y- yo)z)

donde (x,,y;) son las coordenadas de uno de los centros de gravedad de un contorno y
(xo.Yo) las coordenadas para otro centro de gravedad, asi que la identificacion de los
elementos del grupo no acarrearon ningin problema; sin embargo la modificacion de las
tablas de contornos para que todos los elementos hallados conformaran un cuerpo
representaba bastante tiempo y esfuerzo, asi como de una gran complicacion en el algoritmo
de modificacion de las tablas que definen los contornos.

Ante la necesidad de hallar un proceso tal que modificara la imagen para que
aparecieran los elementos como un solo objeto, ¢por qué no hacerlo desde el principio y
ahorrarse el calculo de distancias?. Era cierto que hacer el célculo de distancias provocaba
un mayor gasto de tiempo, el cual podia ser ahorrado si se procesaba la imagen desde el
inicio.

De esta manera se abandono la idea de calcular las distancias y se decidié continuar
por la segunda vertiente: hallar un proceso que permitiera conjuntar a los cromosomas de
una mitosis dispersa antes de segmentar la imagen, y obtener un solo contorno de ellos.

La idea era mas o menos clara, habia que hacer crecer a los objetos de la pantalla de
tal forma que se unieran con sus vecinos y formaran un solo cuerpo. Esto era bastante
sencillo, pues dilatando la imagen sucedia este efecto en los objetos dentro de 1a pantalla. Sin
embargo, la primera opcion fue dilatar y después erosionar la imagen, proceso que se conoce
como cerradura. No se debe confundir el proceso de erosion de la imagen con el de erosion
de los contornos, son diferentes.

La cerradura permite desaparecer los huecos, defectos y divisiones internas en un
grupo de pixeles con ciertas caracteristicas, o sea a los objetos en la pantalla.

El primer problema era saber cuantas dilataciones y erosiones eran necesarias para
abarcar a todos los cromosomas en un solo cuerpo; pues como ya se mencioné es posible
hallar cromosomas poco esparcidos, asi como aquellos que llenan buena parte de la pantalla
(ver figura 4.2). Por lo tanto se llevd a cabo otro estudio para averiguar el nimero de
dilataciones necesarias para abarcar la mayoria de las mitosis dispersas. El estudio condujo a
saber que el nimero promedio, efectivo, de dilataciones era de dos. Esta operacion puede
ser vista en la figura 4.13.

69



El uso de la operacion de cerradura tiene el inconveniente, que al hacer crecer y
después reducir a los objetos, se pierden las caracteristicas de textura de las mitosis
dispersas, como se muestra en las siguientes imagenes.

a)
Fig. 4.14. Pérdida dc caractcristicas cn opcracioncs de apertura, a) Imagen orginal
b) cjemplo 2. ¢) cjemplo 3.
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Estd pérdida de caracteristicas a veces era acompafiada de pérdida de los limites de las
mitosis dispersas, asi que se decidio buscar otra alternativa.

La siguiente alternativa fue la de aplicar unicamente dilataciones pues ya se tenia el
estudio del nimero de dilataciones necesarias para abarcar la mayoria de los cromosomas
que forman parte de las mitosis dispersas, asi que Unicamente quedaba hacer pruebas con
esta hipdtesis.

Se probo segmentar sobre la imagen doblemente dilatada lo que produjo contornos
abarcando al total de los cromosomas de cada mitosis dispersa. Después de realizar la
segmentacion se intentd obtener caracteristicas de las mitosis dispersas en esta imagen; sin
embargo dichos objetos en la pantalla parecian perder caracteristicas que los resaltaran de
los demés objetos, tanto artefactos como mitosis compactas y nucleos. Al crecer los pixeles
invaden otros pixeles perdiéndose cierta informacion de la imagen. Ante esta pérdida se
decidio tratar de sobreponer los contornos obtenidos en la imagen doblemente dilatada en la
imagen original.

Como se menciono, las tablas de contornos son trabajadas de manera separada a las
imdgenes, asi que es posible segmentar en una imagen y luego cambiar la imagen para
posteriormente poner los contornos obtenidos de la primera imagen en la segunda. Este fue
el proceso que se siguio, primero se dilato la imagen dos veces con la rutina fg_erode y
sobre esa imagen se realizé el proceso de segmentacion. Este proceso puede verse en Ia
secuencia siguiente.
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Fig. 4.15. Proceso de scgmentacion de mitosis dispersas. a) lmagen original. b) scgundo paso.
¢) tercer paso. d) Resultado.




Otra vez se contaba con los contornos, pero habia que obtener las caracteristicas de
aquéllos que realmente fueran mitosis dispersas.

Nuevamente la forma en que las mitosis dispersas son reconocidas por el ojo humano
es por medio del uso de textura, asi que se usaron los parametros que caracterizaban a las
mitosis compactas.

El calculo de area ayudaba bastante a discriminar los contornos que encerraban a las
mitosis dispersas, pues estas poseen una superficie mayor que los demas cuerpos de interes,
pero se presentaban artefactos que entraban como mitosis dispersas a pesar de los otros
parametros usados para clasificar a las mitosis compactas. Los parametros que
caracterizaron a las mitosis compactas no eran suficientes para solamente elegir las mitosis
dispersas, asi que habia que buscar un nuevo parametro.

La busqueda derivo en muchas vertientes: procesos de afinamiento, uso de diferentes
filtros en el microscopio, uso de histogramas de cada contorno,etcetera pero la bisqueda era
infructuosa. Sin embargo, al hacer calculos sobre el histograma de frecuencias acumuladas
de los niveles de gris que estan dentro de un contorno, se hallo una forma caracteristica de
dicho histograma para las mitosis dispersas. Esta forma se presentaba en las mitosis
dispersas y, practicamente no se presentaba en ningin otro cuerpo. Esta forma del
histograma puede ser vista en la siguiente imagen.
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Fig. 4.16. Imagen del histograma acumulado caracieristico de las mitosis dispersas,
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Como puede verse en el histograma acumulado se presenta un cambio brusco de la
curva. Este cambio se debe a que los contornos que se obtuvieron por el método de
dilatacion contienen informacion del fondo en abundancia y niveles de gris de los
cromosomas en menor cantidad. El siguiente histograma muestra esta distribucion en la
forma antes mencionada.
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Fig. 4.17. Zonas dc gnscs dc las milosis dispersas,

El siguiente paso era poder lograr un método para que la maquina pudiera obtener
esa misma informacion. El problema parecia igual de complicado que reconocer las mismas
mitosis. Era necesario hallar un método que ayudara a reconocer la forma de una curva.

Esta idea desaparecio al ver que se pueden notar dos zonas casi rectas dentro del
histograma de frecuencias acumuladas, como se muestra en la figura 4.18.
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Fig. 4.18. Zonas rectas del histograma acumulado.

Esas zonas poseen pendientes que pueden ser relacionadas entre si, dando como resultado
un parametro de como se¢ esta comportando el histograma de cada contorno candidato a
mitosis dispersa.

Esa informacion estaba bien identificada pero era necesario encontrar los puntos en
donde comenzaba y finalizaba cada seccion recta.

En la imagen de cada histograma el fondo dc la imagen representa el nivel de gris y la
altura de la imagen representa la frecuencia de los niveles de gris dentro de la pantalla.

De nueva cuenta se vio que el punto de inicio de la primera zona recta es aquel que
divide a los dos niveles de gris contenidos en ¢l contorno. Otra vez el método de Otsu nos
ayuda a descubrir dicho punto de inicio (Py) asi que se volvié a usar la subrutina OTSU,
para este nucvo proposito.

Con el nivel de gris obtenido por OTSU se ticne el punto de inicio de la primera zona
recta pero falta el punto de finalizacion (P,) de la zona recta nimero uno (R,) y el punto
final (P,) de la zona recta nimero dos (R,). Experimentalmente sc definieron los dos puntos
que limitan a R, y R, usando como basc el nivel de referencia obtenido con OTSU. Los
limites quedaron como sigue: P, = 1.25*0OTSU y P, = 1.5*OTSU. Estos limites ofrecen una
ventaja pues los tres puntos son dinamicos con respecto a la distribucion de niveles de gris
contenidos en cada contorno.

77



La subrutina que realiza este calculo es HISZON, la cual esta basada en la rutina de
BIOCOM que calcula el histograma de frecuencias acumuladas de una zona de la pantalla.
Como puede verse en esta implementacion, la rutina requiere de que los puntos de referencia
le scan pasados asi que pueden ser pasados otros valores diferentes a los valores P,y P,
antes definidos con respecto a OTSU, o también es posible cambiar el valor del punto Pg
por otro calculado de manera diferente. Sin embargo, la rutina siempre calculara la relacion
de la manera siguiente:

Pendientes = dngulo(P,P,)-angulo(P,P,)

Se puede notar en la implementacion que existe otro dato que resulta de HISZON.
Este nuevo dato es un parametro de textura derivado del mismo estudio del histograma de
frecuencias acumuladas y se trata de la distribucion de niveles de grises a partir del nivel
medio de la pantalla. De alguna forma este parametro nos da una idea del como se encuentra
la densidad de niveles de gris en un contorno.

No obstante que este ultimo parametro es utilizado para hacer mas fino el tamiz del
filtro, el verdadero parametro que ha ayudado a discriminar a los contornos que representan
a las mitosis dispersas de los que no son es el de la relacion de pendientes (se le llama asi
porque, aunque se calculan angulos, las pendientes son una representacion de los angulos)
haciendo bastante cficiente al método. El método de la relacion de pendientes y la
distribucion de niveles de gris, aunados con los parametros de textura usados para hallar
mitosis compactas y los parametros de areay desviacion estandar del nivel de gris, permiten
un reconocimiento con alto grado de certeza de las mitosis dispersas, casi 90%.

Como se vio que la distribucion de niveles de gris otorgaba cierta informacion sobre
la textura de los objetos, se decidio probar este parametro en la basqueda de mitosis
compactas. Finalmente se observo que también restringia la entrada de artefactos y que no
requeria mucho tiempo para el calculo asi que se dejo definitivamente en la indagacion de
mitosis compactas.

Para finalizar con la forma en que se reconocieron las mitosis dispersas hay que decir
que después de implementar todas las rutinas de reconocimiento se tuvo un uitimo
problema. Este problema fue que en algunas imagenes lo cromosomas tenian un nivel de gris
tan leve que aun al ser dilatados, seguian sin ser identificados como un contorno y se perdian
con el fondo. Para evitar esto se volvio a hacer una investigacion sobre como lograr
segmentar dichos objetos.

Nuevamente habia que aumentar el contraste de la imagen para que los cromosomas
fueran identificados como un solo grupo, asi que se intentd hacer un afinamiento de la
imagen original antes de dilatarla. Como al dilatar la imagen disminuye el nimero de cuerpos
a segmentar, en consecuencia no habia problemas de saturacion en la imagen. De esta
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manera, el proceso de segmentacion que se realiza antes de comenzar el reconocimiento de

las mitosis dispersas es:

Afinar la imagen original obteniendo la imagen P'

Dilatar P' dos veces, obteniendo la imagen P"

Segmentar sobre la imagen P"

Recuperar la imagen P' y sobreponer los contornos sobre ella

i o A

IV.4. Otras Operaciones
Como se menciono, la operacion de bisqueda de caracteristicas no se hizo aislada de
otros procesos y operaciones. En esta seccion se hablard de ellos. Para calcular el indice
mitdtico, estos procesos tienen igual importancia para el desempefio del sistema que la
busqueda de caracteristicas de las categorias.

1V.4.1. Escala de Visualizacion

Una de las primeras acciones fue cambiar el tipo de objetivo usado para observar las
imagenes. Manualmente, el reconocimiento se hace por medio de un objetivo de 20
aumentos pero en el desarrollo del sistema se us6 un objetivo de 10 aumentos; esto se debe
a que el tiempo de barrido que se necesita para recorrer una laminilla aumenta en gran
medida al usar en el sistema un objetivo de 20 aumentos.

La determinacion del uso del objetivo x10 surgio al momento de realizar barridos de
experimentacion junto con la bisqueda de parametros que caracterizardn a los nucleos
estimulados. Con esto se observo que el traslado de la platinas era bastante mas lento, al
usar los desplazamientos definidos con el objetivo de veinte aumentos, haciendo al sistema
salirse del tiempo esperado para su ejecucion, pero al usar un objetivo de menos aumento la
informacion todavia era obtenible y el barrido era bastante mas rapido, pues los
desplazamientos definidos para él abarcan una superficie mayor.

Se debe recordar que el sistema posee la opcion de cambiar el valor del objetivo que
se estd usando para calcular los desplazamientos por medio de la funcion defobj, asi que no
es obligatorio el uso del objetivo de 10 aumentos. Sin embargo toda la bisqueda de
pardmetros de las mitosis y nicleos se baso en el uso de este aumento para el anilisis de las
muestras.

1V.4.2. Orden de Busqueda de Parimetros

Otra accion llevada a cabo fue la de verificar el orden de las operaciones de busqueda
de cada parametro. Dentro de la implementacion de las busquedas de parametros es
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necesario realizar a su vez un examen de algunos parametros antes que otros debido al
ahorro de tiempo o porque es necesario realizar determinados procesos antes de efectuar la
blsqueda.

Dentro de la definicion de parametros se descubrié que para el caso de los nucleos
estimulados era necesario buscar primero los parametros mas importantes, irea y factor de
forma. Si estos eran satisfechos, entonces se buscaria la desviacion estandar del nivel de gris
dentro del contorno.

En el caso de las mitosis compactas se hallé que hay mayor importancia en el orden
de busqueda, pues hay mediciones que pueden ser realizadas antes de la erosion de los
contornos y otras que se deben hacer después de la erosion. La bisqueda del area puede ser
realizada antes de la erosion de los contornos, pero posteriormente deben ser revisados los
parametros de la siguiente manera: primero se examinan Ia desviacion estandar del nivel de
gris y del nivel de gris medio dentro del contorno; si este es satisfecho entonces se revisa si
los cambios por linea, los cambios por pixeles y el contraste interno cumplen las condiciones
de una mitosis compacta. Si estos parametros son satisfechos, se lieva a cabo la ultima
revision, se verifica si la densidad de grises dentro del contorno esta dentro de los limites de
las mitosis compactas. Una vez que todos los parametros son satisfechos entonces el
contorno es clasificado como mitosis compacta.

En el caso de las mitosis dispersas el orden también es importante. La buisqueda de
parametros y la optimizacion del codigo dieron como resultado que la revision debe ser
hecha de la siguiente manera: primero se buscan los parametros de desviacion estandar de
nivel de gris, el cual da un primer indicio de la textura del contomno, luego el rea, que
restringe la clasificacion de aquellos contornos demasiado grandes o muy pequeiios. Cuando
se cumplen estos parametros se buscan los cambios por linea y por pixeles horizontales y
verticales, que son parametros de textura mas precisos. Cuando estos parametros satisfacen
fos limites definidos de las mitosis dispersas, se continia la bisqueda de la relacion de
pendientes y la distribucion de los niveles de grises, si estos ultimos parametros son
satisfechos, entonces el contorno se clasifica como mitosis dispersa.

1V.4.3. Orden de Busqueda de Categorias

Se deben tomar en cuenta otros factores en la bisqueda de objetos, como el orden de
busqueda de cada categoria. Desde el inicio se decidio que las mitosis dispersas serian las
Gltimas en ser buscadas debido a que habria un ahorro en el tiempo de busqueda ( si ya
hubieran sido clasificados algunos objetos antes de comenzar la clasificacion de las mitosis
dispersas). Pero habia que definir que buscar primero si las mitosis compactas o los niicleos
estimulados.
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1V.4.3. Orden de Basqueda de Categorias

Se deben tomar en cuenta otros factores en la busqueda de objetos, como el orden de
busqueda de cada categoria. Desde el inicio se decidio que las mitosis dispersas serian las
ltimas en ser buscadas debido a que habria un ahorro en el tiempo de bisqueda ( si ya
hubieran sido clasificados algunos objetos antes de comenzar la clasificacion de las mitosis

dispersas). Pero habia que definir que buscar primero si las mitosis compactas o los nicleos
estimulados.
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Inicialmente se realizaba primero la busqueda de nicleos estimulados, sin embargo,
como se menciond anteriormente, algunas mitosis compactas eran clasificadas como nucleos
estimulados, lo cual modifica radicalmente el caclculo del indice mitotico asi que se cambio
el orden, primero se buscan las mitosis compactas y posteriormente los nucleos estimulados.

La secuencia de busqueda es la siguiente:
1.- Mitosis compactas

2.- Nucleos estimulados

3.- Mitosis dispersas

Cada operacion de busqueda estd definida en las subrutinas llamadas
recCromosomasCerrados, recNucleosEstimulados y recCromosomasAbiertos
respectivamente.

Es pertinente explicar burdamente la forma en que se lleva a cabo el proceso en cada
rutina. En la busqueda de las mitosis compactas, recCromosomasCerrados (ver figura
4.19), se van etiquetando con un cierto valor los contornos que cumplen con las
caracteristicas de mitosis compactas, dejando los artefactos sin clasificar. En esta rutina es
donde se segmenta la imagen para buscar las mitosis compactas y los nucleos estimulados,
esto se debe a que en los mismos contornos se buscan ambos tipos de cuerpos. La
etiquetacion se hace de la siguiente forma: BIOCOM puede dar una etiqueta numérica a
cada contorno. Pues se cuenta con una estructura dentro del sistema llamada CATEG[#], la
cual es un arreglo de 3600 casilleros que guarda la etiqueta numérica del contorno n. Al
segmentar, BIOCOM actualiza cada campo del arreglo con la etiqueta | para el nimero de
contornos hallados.

Esta tabla no es modificada sino al segmentar nuevamente o al cambiar directamente
la categoria ya sea por medio de una funcion de BIOCOM o al hacer referencia a dicho
arreglo.

Por medio de esta tabla se puede manejar la categoria de los contornos y etiquetarlos
para saber cuales ya fueron clasificados y cuales no.
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Fig 4.19 Diagrama dc bloqucs para recCromosomasCerrados

Los artefactos tiene cierta etiqueta y los contornos clasificados poseen otra, de ahi
que las busquedas posteriores se restrinjan a Unicamente los contornos etiquetados como
artefactos. Es de esta forma que los contornos no usados son heredados a la siguiente rutina.
Es por ello que solamente se necesita una segmentacion para buscar nucleos estimulados y
mitosis compactas.

Al buscar los nicleos estimulados en la rutina recNicleosEstimulados (siguiente
figura) también se hace una segunda bisqueda de mitosis compactas. Esto es un reminicente
de la forma en que estaban las rutinas de busqueda anterior. Sin embargo dejarla en la
practica ha demostrado tener buenos resultados.
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En las dos rutinas anteriores la posicion y categoria de cada cuerpo clasificado son
almacenadas en un archivo temporal, el cual sera de gran importancia en la busqueda de
mitosis dispersas.

En la rutina recCromosomasAbiertos (figura 4.21) se segmenta nuevamente,
eliminando la segmentacion anterior y limpiando la tablas de categorias. Después de
segmentar se buscan nuevamente aquellos cuerpos que son considerados mitosis dispersas,
cuyas posiciones y categorias son almacenadas también en el archivo temporal.

Cuando el orden de bisqueda era:
1.- Nucleos estimulados

2.- Mitosis compactas

3.- Mitosis dispersas

se hacia una blisqueda inicial de mitosis compactas antes de buscar las mitosis dispersas.
Esta operacion era realizada dilatando la imagen tan solo una vez y segmentando sobre ella.
En esta se buscaban mitosis compactas que no estuvieran ya clasificadas y sus posiciones y
categorias eran almacenadas en el archivo temporal. Esta operacion no clasificaba muchas
mitosis mas, asi que al cambiar el orden de la rutinas de busqueda se retiro esta primera
operacion de la rutina recCromosomasAbiertos.
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Fig 4.21 Diagrama para la busqucda dc mitosis dispcrsas

Después de buscar las mitosis dispersas se leen del archivo temporal aquellas
posiciones de mitosis compactas para evitar una doble clasificacion de las mitosis. Si una
mitosis compacta fue clasificada como mitosis dispersa simplemente cambia su categoria a
mitosis dispersa dentro del archivo, lo cual no influye en el resultado del indice mitotico.

Posteriormente, ya fuera de las rutinas anteriores, el archivo temporal se vacia en el
archivo NUCLEOS REC, que guarda la informacion de la ejecucion,

La rutina que realiza el reconocimiento en cada pantalla, usando
recCromosomasCerrados, recCromosomasAbiertos y recNicleosEstimulados vy
vaciando el archivo temporal al archivo NUCLEOS.REC, se llama accion_mito (figura
4.22),
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1V.4.4. Problemas de Segmentacion

Durante las pruebas de reconocimiento surgio un nuevo problema debido a que las
laminillas poseian una preparacion diferente a la que tenian las laminillas anteriores. En esta
nueva preparacion, los objetos eran muy tenues lo que hacia que el método para hallar el
nivel de gris para segmentar extraviara un gran namero de cuerpos de interés.

Se presentaba el problema de encontrar un método que permitiera el aumento de
contraste en las imigenes pero que no saturara las tablas de contornos. Obviamente no se
podia afinar la imagen antes de segmentar pues habia demostrado que no era eficiente al
provocar la saturacion de manera frecuente.

Ante este problema se decidio hacer uso de las LUT's de despliegue, las cuales
permiten tener una imagen modificada con una funcion de transferencia de forma no
destructiva. (ver capitulo 1).

Sin embargo, era necesario definir la funcion de transferencia que modificaria a la
imagen. La forma que deberia tener dicha funcion de transferencia se dibujé en la pantalla,
gracias a una opcion que brinda el mismo sistema que aplica la curva dibujada en la pantalla
a las LUT's de despliegue. La figura siguiente muestra esta operacion.
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a)

b)
Fig. 4.23. Proceso de aplicacion manual de la LUT. a) Imagen original.
b) Resultado.
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La curva tiene esa forma debido a que es necesario resaltar los niveles de gris obscuros que
representan objetos, y dejar sin modificacion a los niveles claros, el fondo. Es por ello que la
curva debia crecer sibitamente.

Haciendo una interpolacion de la curva obtenida se vi6 que era de forma cuadratica o
cuarta y que, dentro de la pantalla, finalizaba su crecimiento en un punto especifico
determinado por la moda del histograma y comenzaba en el origen, valor cero.

La curva estd parametrizada, es decir que la parte superior de la pantalla representa
el valor 1 en las ordenadas mientras que la inferior representa 0 (Fig. 4.23). Teniendo esta
informacion se hizo lo siguiente:

x‘=1

de la ecuacion: & 1)
ax’=1

axdsbxdecxledisenl

que provienen de las ecuaciones que afectarén a la tablas de

ax“+bx+cm=]
asignacion (LUT's), para cada valor de gris de entrada (x) se modifica para dar un valor de
gris de salida f{x). Estas funciones son calculadas en terminos del porcentaje de blanco con
una precisidn de 1/255 (ocho bits) y una representacién en nimero entero (ver figura
siguiente).

y Gris
ass
l—l —
0 ‘l valor en %6 deblance 0 . |2ss Ex

Fig. 4.24 Comportamicnto dc las tablas de asignacion,

De las ecuaciones (1) se debe encontrar el valor de a tal que

También se debe mencionar que la curva esta definida en el intervalo cerrado [0,1] asi que el
valor 256 del histograma equivale a 1 en el eje X; esto significa que cuando la moda equivale
al nimero maximo de grises, 256, entonces X=1. Con esta relacion, a queda como sigue:
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a)
Fig. 4.25. Proceso de aplicacion de las LUT's. a) Imagen original.

b) Calculo del cocficicnte a. ¢) Imagen de curva ¢ histograma con las LUT's aplicadas.
d) Resultado de aplicacién de LUT's.
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<)
Fig. 4.25. Proceso de aplicacion de las LUT's. @) Imagen original.
b) Cilculo del coeficiente 1. ¢) Imagen de curva ¢ histogranu con las LUT's aplicadas.
d) Resultado de aplicacion de LUT's.
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Fig. 4.25. Proceso de aplicacion dec las LUT's. a) Imagen original.

b) Cdlculo del cocficiente a. ¢) Imagen de curva ¢ histograma con las LUT's aplicadas.
d) Resultado de aplicacién de LUT's.

Finalmente habia que decidir qué curvas usar, si una cuadratica o una de cuarto
orden. Al realizar las prucbas se detectd que la curva que mas servia para aumentar el
contraste era la de cuarto orden, pero se deja la opcion de la curva de segundo orden por si
es necesario usarla en el futuro.

Después de usar la curva de transferencia se requiere hacerla vigente en ¢l buffer de
la imagen; es decir que sea aplicada a la imagen, pues antes solamente se vio su posible
resultado sin modificar el buffer de almacenamiento de la imagen. La sccuencia de la
operacion se puede ver en la figura 4.25.

Es necesario realizar este proceso antes de segmentar y posteriormente llevar a cabo
el proceso de segmentacion sobre la imagen modificada, para obtener los resultados
desecados. Posteriormente las LUT's son retornadas a su estado original para realizar las
operaciones de busqueda. La imagen original y posterior a la aplicacion de las LUT's se
muestra en la siguiente figura.
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Como se puede ver, cada vez que se segmenta, en el proceso del calculo del indice
mitotico (recCromosomasCerrados y recCromosomasAbiertos) se utiliza este método
por medio de las subrtinas FMODA, que regresa el valor de la moda, y FUNCIO, que
aplica la funcion de transferencia a las LUT's y las regresa a su estado inicial.

1V.4.5. Entrenamiento

Durante la explicacion anterior se menciondé qué pardmetros caracterizan a los
objetos que se buscan y el orden de busqueda, pero como el valor de estos pardmetros no
esta fijo en el sistema en algin momento el usuario debe definir los valores de ellos. Esta
tarea podria ser titanica si el sistema no contara con una opcion de entrenamiento en donde,
por un lado, se puede elegir un archivo conteniendo los valores de los pardmetros y, por el
otro, la posibilidad de crear uno de estos archivos de manera interactiva.

La primera de las opciones se realiza por medio de la subrutina acttr que busca
archivos con la terminacién ENT. Esta subrutina permite elegir por medio del raton alguno
de los archivos con terminacion ENT que existan en el directorio de trabajo.

Por medio del uso de listas se crea un censo de los archivos .ENT existentes y se
despliegan en la pantalla para que el usuario pueda seleccionar alguno de ellos, 0 en su caso
ninguno. Cuando no se selecciona ninguno el sistema guarda como activo el ultimo que
estuo activo, si se desactivan todos los entrenamientos entonces la operacion de célculo no
puede ser llevada a cabo.

La operacion de definicion de un archivo nuevo se lleva a cabo en la rutina nuetr. La
filosofia de esta rutina es que genere un archivo conteniendo los valores de cada uno de los
parametros de los objetos a clasificar por medio de una muestra representativa, haciendo que
el usuario indique en la pantalla que objetos son nicleos y cuales son mitosis.

El sistema tiene la capacidad de ir calculando cada uno de los pardmetros de los
objetos seleccionados en cada pantalla y acumularlos en variables para cuando se termine de
ejecutar la rutina nuetr.

El funcionamiento de la subrutina se puede esquematizar en la figura 4.27.
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estindar de cads parimetre
on el archive

Fig 4.27. Esquema dcel funcionamicnto de la rutina nuetr.

93



La funcion que calcula la media y desviacion estindar de cada caracteristica de cada

-67)

desviacion = J((
categoria se lleva a cabo por medio de la formula: n

media = £
n

La subrutina que selecciona y acumula los valores de cada pardmetro que caracteriza a cada
cuerpo en un campo de muestreo es calc_cont y realiza las siguientes operaciones:

1. Permite seleccionar contornos que representan a cada categoria.
2. Calcula los valores de cada pardmetro que caracteriza a cada categoria.
3. Pasa cada valor a la rutina padre.

y cuyo funcionamiento se muestra en la siguiente figura.
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Salir

Fig. 4.28. Esqucma dc! funcionamicnto de 1a rutina calc_cont.
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En el proceso de seleccion de los objetos, cuando se eligen mitosis compactas y
nicleos, simplemente se marcan con distintas etiquetas para que al terminar la seleccion de
objetos el clculo de sus caracteristicas se haga directamente y se almacenen en variables
que seran regresadas al salir de la rutina.

En el caso de las mitosis dispersas se debe realizar un proceso distinto, ya que la
imagen con la que se trabaja y se selecciona a los objetos no es la que se usa para la
deteccion de mitosis dispersas. Asi que como se puede ver, se realizan dos tipos diferentes
de segmentaciones y, por ende se renuevan las tablas de contornos. Esto lleva a que se deba
guardar de alguna manera la posicion de los cromosomas que conforman a la mitosis
dispersa para que luego se busque en la segmentacion sobre la imagen, doblemente dilatada,
aquel contorno que contenga a todos los cromosomas que se seleccionaron, o a la mayoria.
Para esto se usa una elipse que encierra a los cromosomas y cuyos centros de gravedad,
radio menor y radio mayor, son guardados en una lista ligada en forma de pila que ayuda a
saber en que zona de la pantalla se halla la mitosis seleccionada.

1V.4.6. Bisqueda de limites para los pardmetros

Por ultimo, hay otro proceso que se llevo a cabo paralelamente a la investigacion de
las caracteristicas de cada categoria: la busqueda de los limites precisos de cada uno de ellos
para hacer el filtrado de los contornos.

La desviacion estandar expresa algo de la variabilidad de una muestra con respecto al
valor medio. Por lo tanto, la probabilidad de que las variables aleatorias, que representan a
cada una de las caracteristicas de los objetos a buscar, asuman un valor dentro de cierto
intervalo con respecto a la media tiene que ver con el tamafio de la desviacion estandar de la
muestra.

La estimacion de la probabilidad de que una variable aleatoria tome un valor dentro
de k desviaciones estandares a partir de su media para cualquier nimero real & esta dada por
el teorema de Chebyshev que dice:

l’(u—ka<X<p+ka)zl—-,;';

donde p es la media y o es la desviacion estandar. Si se toman dos desviaciones estandares,
entonces, el resultado es 75% de probabilidad de que las observaciones estén dentro del
intervalo p£20. Se debe recordar que el teorema de Chebyshev, por un lado, se aplica para
cualquier distribucion de observaciones debido a que los resultados son generalmente
inseguros y, por el otro, que esto representa tan solo una cota inferior lo que significa que
nunca se sabe de cuanto sera la probabilidad maxima de que la variable aleatoria se
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encuentre dentro de los limites pzko, esta probabilidad solamente seré conocida cuando se
conozca con exactitud la distribucion de probabilidad.

La forma en que se hace el filtrado de cada uno de los parametros que caracterizan a
los objetos, es tomando en cuenta el teorema de Chebyshev para restringir la entrada de
datos (figura 4.29). Es decir, se usan k desviaciones estandares para tener menor
probabilidad de que los parametros de las caracteristicas de los objetos tomen los valores

que caracterizan a los artefactos, pero que si tomen los valores que caracterizan a los
objetos.

Espacie de Chabyshev

H

X-no p'4 R+no
Fig. 4.29 idca de la inclusion usando Chebyshev

Sin embargo el método anterior Unicamente logra definir la restriccion para un solo
parametro, pero se necesita restringir a los diferentes parametros combinados. Esto quiere
decir que se requiere de lograr una interseccion de la curva de distribucion de cada
caracteristica para formar el filtro de cada objeto, como se muestra en la figura a
continuacion.
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' Espacis ds Chebyshov
Partmetre )
Pardmstre 2
Parémetre 3 :
Parbmetre 4 3

x‘lo x‘ &’w
Fig. 4.30 idca de la intcrseccién de la curvas de distribucion
Como no se conoce la distribucion exacta de cada una de las caracteristicas de los
objetos, se hizo un calculo de & de forma experimental durante la bisqueda de parametros, y

se optimizaron los valores de & durante la etapa de implementacion final, guiandose por las
siguientes graficas de las muestras de cada caracteristica:
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Fig. 4.31. Esqucma del comportamicnto dc las caracteristicas para las diferentes catcgorias a) Nivel de gris.
b) Factor dc forma.
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b) Factor dc forma,

Como puede observarse es importante lograr el punto éptimo de & para cada curva, debido a
que de otra manera el reconocimiento se estara realizando mal y por consiguiente se tendra
un mal cdlculo del indice mitético. :

Aqui es importante hacer notar que todavia hace falta realizar un mayor analisis
sobre como realizar la interseccion de las curvas de distribucion, de forma tal que se
encuentre el punto optimo de cada valor k para cada caracteristica. Las diferentes formas de
hacer este anélisis se mencionaran posteriormente en el capitulo V.

1V.5. Rutina de cilculo del Indice Mitotico.
El calculo del indice mitotico en cada una de las laminillas se lleva a cabo en la rutina
mit que se puede ver esquematizada en las siguientes figuras.
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Fig 4.32 Diagrama dc flujo principal para la rutina mit.
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Fig. 4.33 Continuacién del diagram de flujo de la figura 4.32.
Seccion de control para la busqueda de la laminilla.

En esta seccion se verifica de que tipo era la laminilla anterior para saber que
laminilla debe ser buscada posteriormente.

encuentrs sigulente contrel

encuentra lamiailla Lire |

Fig. 4.34 Continuacion dcl diagrama de flujo dc la figura 4.33.
Buisquecda dc laminillas tipo control.

La seccion anterior del diagrama de flujo permite la busqueda de laminillas que son del tipo
control. En dado caso que no haya laminilla control entonces busca una laminilla tipo libre.
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Fig. 4.35 Continuacién decl diagrama dc flujo de Ia figura 4.33.
Busqueda de laminillas tipo cxperimento.

La seccion anterior del diagrama de flujo permite la busqueda de laminillas que son del tipo
experimento. En dado caso que no haya laminilla experimento entonces busca una laminilla
tipo control o tipo libre.
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Fig. 4.36 Continuacion decl diagrama de flujo de la figura 4.33.
Verificacién de que sc cumple ¢l indice mitlico minimo
para las laminillas tipo control.

En la rutina mit, al terminar de revisar una laminilla tipo confrol entonces se revisa si esta
laminilla cumple con el indice mitotico minimo, si la laminilla control iguala o sobrepasa
dicho indice mitdtico entonces es necesario buscar una laminilla experimento que este

asociada al control, por el contrario se buscara otra laminilla control o en su defecto una
laminilla libre.
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Fig. 4.37 Continuacién dcl diagrama dc flujo de la figura 4.32.
Anélisis cn cada campo dcl barrido.

Por Gltimo, se muestra la parte central del proceso del calculo del indice mitotico y es el
reconocimiento y conteo de los diferentes cuerpos en cada campo. Si se alcanza el numero
méaximo de cuerpos a contar entonces se hace la busqueda de la nueva laminilla.

En la estructura de la rutina mit también es posible observar que existen las variables
entrena_existe, objetivo_definido y overlap_existe; entrena_existe define la existencia de
un entrenamiento para el sistema de reconocimiento y que esta activo para comenzar el
calculo del indice mitdtico, objetivo_definido permite saber si fue seleccionado un
desplazamiento para las platinas segin el objetivo de observacion y por ultimo
overlap_existe tan solo se refiere a si se definid una cierta sobreposicion de las tomas. Si
estas banderas no estan encendidas entonces no se puede realizar la operacion de la rutina
mit.

Otra cosa notable del esquema es la forma en que se lleva control de las laminillas
para cumplir las especificaciones de los biologos. Las rutinas reales de control fueron
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mencionadas antes, pero es esencial tener en cuenta que ocupan una parte importante del
esquema.

IV.6. Rutinas Relacionadas

Existen dos rutinas relacionadas con aquella que permite el analisis del indice
mitético, estas son: leecmd y mitcmd. La primera rutina permite la combinacion del
movimiento de las platinas, por medio de barridos, y aprovechar uno de los atributos de
BIOCOM al poder ejecutar un archivo de comandos de linea. En el caso de la rutina
mitcmd se quiso aprovechar que se podia hacer la ejecucion de un archivo de comandos
para que, en el caso de que un usuario lo deseara, se pudieran hacer procesos extra antes de
realizar el andlisis del indice mitético de un campo, después de haber movido las platinas a
un campo determinado.

Para poder llevar a cabo la implementacion de estas rutinas fue necesario ver como
se realiza el proceso para ejecutar un archivo de comandos. El proceso se realiza por medio
de un buffer fisico de control, el apuntador de la posicion del mismo buffer y una variable de
control del tipo de cjecucion del sistema, que permite saber el tipo de ejecucion que se esté
llevando a cabo. Cuando se esta ejecutando el archivo de comandos la variable de control
del tipo de ejecucion es igual a uno y cuando el sistema se encuentra en operacién normal la
variable es igual a cero. Cuando se ha terminado de ejecutar el archivo de comandos el
apuntador del buffer de control es igual a uno y la primera posicion del buffer fisico de
control esta ocupada por el cardcter cero.

Cuando se pide que un comando sea ejecutado se llena un buffer logico de comandos
con el nombre del comando y se decodifica en cada modulo conforme va circulando en el
ciclo del programa (ver figura 2.2). Si en ningiin modulo encontr6é concordancia, entonces el
sistema marca un error y espera por el siguiente comando a decodificar en el modulo de
decodificacion de comandos. Si, por el contrario, el buffer de comandos hallé6 concordancia
en algun modulo, entonces el comando se ejecuta, el sistema enciende algunas banderas y
regresa al modulo de decodificacion de comandos para esperar el siguiente comando.

Cuando se ejecutan archivos de comandos el nombre del archivo de comandos es
vaciado en el buffer fisico y cada comando del archivo es descargado en el buffer 10gico.
Durante la ejecucion de un archivo de comandos también se tiene encendida la bandera de
control del tipo de ejecucion con el valor de uno y asi el sistema sabe que se esta ejecutando
un archivo de comandos.
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Para permitir la implementacion de las nuevas rutinas se incrustaron algunas banderas
extras: BAN1, BAN2 y AC!. La primera se usa cuando se realiza la rutina leecmd, la
segunda cuando se realiza la rutina mitcmd y la bandera AC sirve en mitemd para saber
cuando llevar a cabo la ejecucion del archivo de comandos y cuando hacer las operaciones
de analisis del indice mitotico para un campo. Estas variables toman su valor inicial en la
rutina inicia.

Al usar un buffer fisico de control, el apuntador de la posicion del buffer y la variable
de control del tipo de ejecucion del sistema mas las banderas BAN1, BAN2 y AC se puede
saber cudndo dejar que se decodifique normalmente de un comando o cuéndo hacer
llamadas a las rutinas leecmd o mitcmd. Esta implementacion se puede ver en los archivos
MITCOM FOR y MITCOM2.FOR.

La rutina MITCOM.FOR contiene al decodificador del médulo de mitosis en el cual
se encuentra la llamada a la rutina que hace el cilculo del indice mitdtico y sus rutinas
asociadas, y la rutina MITCOM2.FOR conticne al decodificador especifico para las rutinas
de ejecucion dentro de las cuales se hallan leecmd y mitcmd.

La idea dentro de la rutina MITCOM (figura 4.38) es basicamente la de decodificar
normalmente los comandos de las rutinas pencnecie'ntés';al médulo del indice mitdtico, sin
embargo también verifica si se esta ejecutando alguna de las rutinas leecmd o mitmed.

Fig. 4.38 Esqucma de funcionamicnto de MITCOM,

y la idea de EJECUTA (figura 4.39), que es la subrutina que decodifica los comandos
mitcmd, mit y leecmd, es saber cuando llamar a cada una de las rutinas anteriores.

YPara ver cdmo s realiza la interfaz cntre C y FORTRAN sc debe consultar ¢l apendice G
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Fig. 4.39 Esquema dc funcionamicnto dc EJECUTA.

1V.6.1. Rutina leecmd
La rutina leecmd (figura 4.40) funciona de la manera siguiente:

1. Mueve las platinas a la posicion correcta.
2. Ejecuta el archivo de comandos.
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Fig. 4.40 Esqucina dcl funcionamicnto de leecmd.

Esta rutina es un poco diferente a mit y mitcmd pues no lleva un archivo que
registre su accionar.
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1IV.6.1.1. Ejecucion del Archivo de Comandos
Para hacer que el sistema lea el archivo de comandos es suficiente con llenar el buffer
fisico con el nombre del archivo antecedido por una arroba: @nombre. La rutina que
decodifica todos los comandos de BIOCOM al encontrar una arroba como carécter de inicio
sabe que debe ejecutar un archivo de comandos.

1V.6.1.2. Movimiento de las platinas para leecmd

El movimiento de las platinas para leecmd es un poco distinto pues aqui no hay
controles ni experimentos, solamente laminillas libres que pueden ser examinadas en cierto
orden. Este orden se determina por medio de la rutina ordenl que hace uso de la variable
global controles. La forma en que la utiliza es un poco distinta a la manera en que se usa al
tener controles y experimentos, como se explicé antes. En este caso lo que se almacena en la
estructura es el orden en que seran revisados y la rutina findnext seré la encargada de
regresar el numero de laminilla que debe ser examinada a continuacion. Esto se hace
hallando el numero con menor orden pero mayor a cero, dentro de cada uno de las
localidades controles|], pues cuando se ha examinado una laminilla & entonces controles|k]
seré igual a cero.

1V.6.2. Rutina mitcmd

Queda por mencionar la rutina mitcmd. Esta rutina es un poco mas complicada en su
funcionamiento pues se planed para que realizara los movimientos de las platinas que se
necesitan usando controles y experimentos asociados, la ejecucion de un archivo de
comandos y el proceso del indice mitotico. El orden de cada operacion es el que se
menciono antes:

1. Mover platinas
2. Ejecutar todo el archivo de comandos
3. Calcular el indice mitotico en el campo visual.

El esquema de la rutina es el siguiente:

110



=

loe mambre arckive Clﬂ
1

calcula desplazsamisniss
ds 1a laminilia

=

sl

e

dicule del indice mithtice
cpor-lh ds acclon_mib
on la pesiciin ds ls Jaminilla
I
escribe resultades de

pantalla enel aschive
NUCCMD

n Ncusrpes contades &

» Ncmerpes a contar __'1

|unio vesuliades do
canbia ds pesicién
| dentre da ba hlcnchﬂluulmih

[ musve platinas & la posicién corvespondionts do la laminilla |

Py

9 camble »
Lawdinills

Fig. 4.41 Diagrama dc flujo del funcionamicnto dc la rutina mitemd.
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De la misma forma que leecmd lee el archivo de comandos mitcmd realiza el mismo
proceso, simplemente modifica el buffer fisico. Las operaciones del andlisis del indice
mitdtico se llevan a cabo de la misma forma en que se realizan en mit y siguen las
especificaciones dadas por los usuarios, es decir: uso de controles y experimentos, numero
de cuerpos limitado, barrido en zigzag y enfoque. La coordinacion de la operacion entre el
archivo de comandos y el anélisis del indice mitotico por cada campo se realiza por medio de
la variable AC (o0 MITO.AC).

Es importante mencionar que por el momento estd vedado incluir dentro del archivo
de comandos algunas rutinas del modulo de mitosis, pues podrian ocasionar resultados
impredecibles, como recursién. También se debe mencionar que en BIOCOM hay forma de
interrumpir la ejecucion de un archivo de comandos por medio de oprimir *Z. Esto siempre
se decodifica en la rutina LECCOM, que como ya se dijo es el decodificador de comandos.
Para que las variables BAN1, BAN2 y AC también regresaran a sus valores iniciales, hubo
que modificar la rutina LECCOM para que al teclear ~Z, estas tomaran el valor de cero.

IV.7. Rutina de verificaciéon

1IV.7.1. Archivo de Control

Para que sea posible revisar la operacion del sistema durante la ejecucion del andlisis
de campos, toda la informacion es escrita en un archivo; en el caso de mit se llama
NUCLEOS.REC y en el caso de mitemd NUCCMD.REC. Este archivo va guardando la
siguicnte informacion:

ESTRUCTURA DEL ARCHIVO
Campol Campo?2 Campo3 Campo4 | Campo5S
Tipo Caracter Real Real Caracter | Caracter

La siguiente estructura se repite para cada portaobjetos instalado:
La siguiente estructura se repite para cada campo de analisis:

#portaobjetos coordx coordy Mil
#portaobjetos coordz #pantalla m |l
umbral de segmentacion | #pantalla 0.0 u |1

112



categoria posx posy 0 {1l

(e,5,8,c)

Letra p cantidad de nicleos | cantidad de nucleos |p |1
estimulados en la estimulados en la
pantalla pantalla

Letra p cantidad de cantidad de 0|1
cromosomas cerrados | cromosomas abiertos
en la pantalla en la pantalla

Letra p cantidad de nicleos | cantidad de nucleos P |1
estimulados estimulados
acumulados hasta esta | acumulados hasta
pantalla esta pantalla

Letra p cantidad de cantidad de 0 {1
cromosomas cerrados | cromosomas abiertos
acumulados hasta esta | acumulados hasta
pantalla esta pantalla

Al terminar el portaobjetos se escriben los resultados de la laminilla:

Letrar cantidad de nucleos cantidad de nicleos |r |1

A estimulados |estimulados BE

Letrar cantidad de cantidad de 0 {!
cromosomas cerrados | cromosomas abiertos

La filosofia del archivo es la siguiente: guardar la informacion de la posicion de las platinas
para cada campo muestreado, guardar la ubicacion en la pantalla de cada cuerpo clasificado
y guardar la cantidad de cada uno de los cuerpos reconocidos en cada campo analizado y en
el total de la muestra.

Algunos campos del archivo demuestran el avance que fue sufriendo el desarrollo del
sistema. Un ejemplo de esto, es la existencia de dos campos que guardan la cantidad de
nucleos estimulados. Originalmente, como ya se indico, se contaban dos categorias de
nucleos: chicos y grandes.

También se puede observar que existe un campo que guarda el umbral de
segmentacion de cada pantalla. Al comienzo del desarrollo del sistema se pensd que en la
rutina de verificacion se usaran los mismos contornos que el sistema encontro al realizar el
proceso del indice mitdtico; esto se haria almacenando el nivel de gris con el cual se
segmentd la imagen durante la ejecucion del programa y asi se obtendrian los mismos
objetos. Sin embargo, posteriormente dejo de ser usado dicho nivel de gris debido al cambio
que fue sufriendo la forma de segmentar; quizas el archivo debio modificarse para contener
dos campos dc umbral, uno para la primera segmentacion y otro para la segmentacion de las
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mitosis dispersas, pero estos campos perdieron su importancia pues se decidi6 trabajar con
simbolos en la pantalla que otorgan informacion sobre la posicion y categoria de cada objeto
clasificado.

AVANZAR UNA PANTALLA O EL BOTON DER DEL RATON
RETROCEDER UNA PANTALLA O EL BOTON I1ZQ DEL RATON
AVANZAR UN PORTAOBIJETOS
CAMBIAR CATEGORIA
IR AL INICIO DEL PORTAOBJETOS N
MUESTRA LOS RESULTADOS DEL PORTAOBJETOS ACTUAL
MUEVE n PANTALLAS
MUESTRA LOS RESULTADOS TOTALES
BORRA LA PARTE GRAFICA
VUELVE A PONER LA PARTE GRAFICA
Esc PARA CANCELAR LA VERIFICACION
pos x:7525.400293 y:4640.964202 2:0.000000000 pantalla:1.000000000
Portaobjetos #1

oOWHZT—OT=® >

Resultados de pantalla:

Nucleos estimulados grandes: 0

Cromosomas abiertos: 0 Cromosomas cerrados: 2
Acumulados:

Nucleos estimulados grandes: 0

Cromosomas abiertos: 0 Cromosomas cerrados: 2

Fig. 4.42 Pantalla dc verificacion

El campo nimero cuatro de la estructura de registros del archivo es el mas
importante para controlar la lectura del archivo durante la verificacion de NUCLEOS.REC y
NUCCMD.REC, pues es por medio de este campo que se puede saber qué significado
tienen los tres campos anteriores: posicion de pantalla, posicion del microscopio, y qué
resultados hubo tanto en un campo de analisis como en cada laminilla.

El campo cinco del registro esta implementado para poder hacer modificaciones al
archivo. Es una bandera que avisa qué campo fue modificado, y debe ser borrado o
actualizado.

1V.7.2, Rutina de verificacion

Con respecto a la rutina de verificacion cabe decir que ésta fue creada con el
proposito de revisar el comportamiento del sistema al calcular el indice mitotico y, sobre
todo, poder corregir los errores que cl sistema cometio durante su proceso de analisis. Los
errores pueden ser debidos a la logica del programa o a la logica del reconocimiento.
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Como se menciono al explicar la forma en que se reconocen los objetos, el filtro de
cada categoria tiene un margen de error por el cual pueden entrar algunos elementos de
otras categorias. Originalmente la rutina de reconocimiento fue planeada para poder corregir
los errores de este tipo, sin embargo por la misma naturaleza de la rutina que funciona como
una caja negra de los aeroplanos, permite llevar una bitacora de la operacion del sistema lo
que a posteriori posibilita la correccion de errores en el funcionamiento del programa.

La rutina basica que se encarga de la revision de la bitacora es verify. Esta rutina se
puede esquematizar como sigue: Primero se selecciona el archivo de verificacién que se
desea revisar y luego se seleccionan una serie de operaciones que permiten verificar de
forma interactiva el accionar de la rutina para el calculo del indice mitético.

i

Fig. 4.43 Diagram dc flujo dcl funcionamicnto de verify

La seccion que decodifica el campo de andlisis se refiere a la parte del archivo:
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#portaobjetos coordx coordy M1
#portaobjetos coordz #pantalla m|l
umbral de segmentacion | #pantalla 0.0 u
categoria posx posy 0
(e,5,a,0)
Letrap cantidad de nicleos | cantidad de nicleos |p |1
estimulados en la estimulados en la
pantalla pantalla
Letra p cantidad de cantidad de 0|1
cromosomas cerrados | cromosomas abiertos
en la pantalla en la pantalla
Letrap cantidad de niucleos | cantidad de nucleos |P |1
estimulados estimulados
acumulados hasta esta | acumulados hasta
pantalla esta pantalla
Letrap cantidad de cantidad de 0 |1
cromosomas cerrados | cromosomas abiertos
acumulados hasta esta | acumulados hasta
pantalla esta pantalla

Esta seccion imprime en pantalla de texto los resultados, el nGmero y las coordenadas del
campo de analisis correspondiente.

La parte que selecciona opciones se refiere a que en la rutina verify existen una serie

de opciones (figura 4.42) para recorrer el archivo que se pueden enumerar como sigue:

WN—=m e

>

Avance por campos continuos

Retroceso al campo anterior

Avance a campos donde se hallo cierta categoria
Cambio de portaobjetos

Avance de cierto nimero de campos de analisis
Ir al inicio del portaobjetos n

Muestra los resultados de la laminilla en revision
Borra la parte grafica del sistema

Regresa la parte grafica

Cancela el proceso de revision

Modifica algin objeto hallado (elimnacion o cambio)
Agrega algun objcto faltante

stas rutinas pueden resumirse en la siguiente forma:

Leer posicion actual del archivo.

Escoger llave de busqueda u operacion.

Si fue operacion no regresa llave de busqueda modificada de lo contrario regresa la llave
modificada.

Salir.
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Las llaves de busqueda varian segin la opcion que se desea. Sin embargo hay ciertas
excepciones. Por ejemplo, cuando se quiere avanzar a8 campos con cierta categoria se usa
como llave el primer campo, que contiene la letra que representa a dicha categoria, y el
campo cinco que debe estar vacio; ambos después de los registros de movimiento para las
platinas.

Casos especiales son: el cambio, insercion y eliminacion de objetos. La insercion
todavia no esta finalizada pero las otras dos modifican los elementos por medio de la llave
campo cinco. Si el campo cinco con cierta categoria estd apagada, entonces ese objeto serd
eliminado del archivo. |

1V.7.3. Auxilio Extra de Verify.

Esta rutina, a pesar de estar planeada para realizar la correccion de los errores de
reconocimiento, permitio hallar errores en la programacion y errores de implementacion
fisica.

Ademds ayudo a descubrir algunos problemas, uno de ellos fue la saturacion de
contornos y/o puntos dentro de una imagen. Pues, como ya se menciond, el archivo REC
guarda el nivel de gris que sirvi como umbral para segmentar una imagen. Con esta
informacion y con el conocimiento de la forma de realizar la segmentacion se pudo ver que
el proceso de segmentacion no era el optimo y debia reformarse.

También mostro la necesidad de que era necesario aumentar el contraste en algunas
imagenes debido a que en ellas la diferencia entre el fondo y los objetos era muy tenue,
provocando que el método de OTSU encontrara un nivel de gris que detectaba contornos
que no encerraban a los objetos de interés. De aqui surgio la idea de usar las LUT's para
aumentar el contraste.

Otro problema que ayudo a encontrar fue el problema de enfoque. En este caso el
sistema guardaba posiciones en el eje Z que no concordaban con la imagen en foco. La
razon podria provenir de dos fuentes: una la interfaz con el controlador MultiControl 2000
cstaba funcionando mal, y dos, que el microscopio tenia mal una union con el motor de
pasos que controla el eje Z. Después de algunas pruebas de movimiento se descubrié que la
causa del problema era la union fisica del micrsocopio y el motor de pasos. Esta union era
por medio de una goma de hule que hacia friccion con el pivote de enfoque; este tipo de
union provocaba que se perdiera contacto cuando se llevaba al cabo un movimiento brusco
del motor de pasos, asi que habia que mejorar la union. Ahora la union (figura 4.44) estd
hecha por presion de manera provisional mientras se monta el equipo en su laboratorio final.
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Fig. 4.44 Diagrama dc uniones del ¢je z del microscopio

Obviamente la rutina ayudo a refinar los filtros de reconocimiento hasta su estado actual.
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CAPITULO V

PRUEBAS Y AJUSTES DEL PROTOTIPO

V.1. Interfaz con BIOCOM
Comcencemos por la parte de la interfuz con BIOCCM. En cste caso ¢l sistcina no ha
tenido ningun problema pues las rutinas han sido bien alojadas y no se tiene conflicto con el
uso de la memoria. Sin embargo las rutinas para el calculo del indice mittico son muy
grandes, en codigo objeto, asi que se debe ser cuidadoso sobre el tamafio de la pila (stack) y
del tamaflo de cada modulo de overilay.

V.2. Interfaz con el MultiControl 2000

La forma de barrido de las platinas no ha experimentado problemas y, por el
contrario, las opciones sobre nuevas definiciones de barrido han agregado flexibilidad al
analisis de los campos.

En cambio, s¢ han tenido problemas con la interfaz que se hace con el controlador
MultiControl 2000, que actualmente esta funcionando a una velocidad de comunicacion
entre computadora y controlador, de 1200 bauds. Aunque teéricamente el sistema permite el
trabajo con 9600 bauds como maximo. Durante la implementacion jamas se pudo hacer que
ambas méquinas, controlador y computadora, pudieran establecer comunicacion a la
velocidad de 9600 bauds que supuestamente es la velocidad maxima que soporta el
controlador, asi que se establecio de 4800 bauds.

A esta velocidad se tienen los mismos problemas que actualmente se tienen a 1200
bauds y el rendimiento del sistema es casi el mismo, pues las operaciones que més toman
tiempo, hasta ahora, son las del procesamiento de imagenes tanto carga y descarga de
imdgenes como operaciones morfologicas y afinamientos). Es por ello que no sea ha
cambiado la velocidad a 4800 bauds.

Existe otro problema con el controlador y es que después de cierto nimero de
opcraciones, la comunicacion se interrumpe por culpa del controlador pues deja de
reconocer los comandos mandados desde la computadora. Al parecer sufre una saturacion
en el buffer que recibe los comandos; hasta ahora no se ha encontrado nada escrito sobre
este problema en la documentacion del MultiControl 2000.

Junto a este problema sucede que subitamente el controlador deja de recibir
comandos y comienza a moverse con un patron repetitivo que no fue mandado con



anterioridad. Esto lleva a pensar que existe una saturacion del controlador. Este problema
debe ser verificado en el siguiente desarrollo del sistema.

V.3. Archivos de Control
De la explicacion del funcionamiento de las rutinas asociadas al calculo del indice
mitotico se deduce que no pueden crear archivos distintos a NUCLEOS.REC vy
NUCCMD.REC. Este problema serd solucionado posteriormente pues no representa un
obstaculo para la operacion del sistema.

V.4. Rutinas de lectura de Archivos de Comandos
Hay que decir que aun hace falta realizar mas pruebas sobre el buen funcionamiento
de las rutinas que combinan la ejecucion de un archivo de comandos y las rutinas de
movimiento y analisis de cada campo en las laminillas (leecmd y mitcmd) pues las pruebas
hasta ahora han sido limitadas. La limitacion en el nimero de pruebas se debe, basicamente,
a que la evaluacion del sistema se baso en la prueba de la rutina mit pues es la que abaraca la
mayor parte del interés del sistema,

V.S. Rutinas de Verificacion de Ejecucion del Indice Mitético

Cuando se realiza la verificacion del reconocimiento que hizo el sistema se puede ver
que existe la opcion de agregar un objeto faltante, Hasta ahora esta parte del sistema ain no
ha sido implementada debido a que se considera mas importante hacer que el sistema cometa
la menor cantidad de errores. La causa de que las inserciones no se han llevado a cabo es
porque estas agregan un problema extra en el manejo de archivos en el lenguaje C. Para
resolver este problema se han manejado listas ligadas sobre la memoria primaria de la
computadora y puede que esta memoria sea limitada, recordar el limite de los 640Kbytes en
las PC y el manejo de listas implica que se pueda borrar algin objeto que anteriormente fue
insertado.

V.6. Proceso de Reconocimiento
Hablando sobre el estudio que se hace sobre cada campo de analisis se puede decir
que los procesos que se ven involucrados: proceso de enfoque sobre un campo, analisis del
mismo y vaciado de resultados, se estan llevando a cabo por el sistema en un tiempo maximo
de treinta segundos, dependiendo de la calidad de la imagen. Este tiempo de proceso es
bastante bueno ya que originalmente se habia puesto como meta el realizar este conjunto de
procesos en un maximo de treinta y cinco segundos para que el sistema tuviera un
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desempeiio aceptable bajo las restricciones de tiempo que los bidlogos pusieron!. Si por
cada toma se halla un promedio de diez objetos de interés entonces cada laminilla,
muestreando dos mil objetos, es analizada en mas o menos una hora y cuarenta minutos, lo
que todavia es un tiempo alto pues la meta es lograr que el sistema tome una hora en dicho
andlisis, lo que implica alrededor de veinte segundos por toma,

V.7. Resuitados del Reconocimiento

Los resultados del reconocimiento de los objetos fueron evaluados siguiendo el
procedimiento siguiente: el equipo era dejado funcionar con laminillas que posteriormente
serian revisadas usando la rutina de verificacion. La operacion de verificacion
ocasionalmente era realizada en compaiiia de bidlogos, este requisito no fue necesario todo
el tiempo ya que las operaciones de entrenamiento permitieron obtener experiencia sobre los
cuerpos que deben ser clasificados y cuales no.

Durante la fase verificacion se examinaron alrededor de 10 laminillas diferentes y en
cada una de ellas unos dos mil nicleos, lo que resulta en mas o menos 20, 000 cuerpos.

Los resultados que ofrece el sistema han sido considerados buenos (figura 5.1),
debido a que se tiene un aito porcentaje en el reconocimicnto positivo de cada una de las
categorias: 91% en el caso de los nucleos estimulados, 80% en el caso de las mitosis abiertas
y 70% en el caso de las mitosis cerradas cuando se realiza un entrenamiento sobre laminillas
que no difieren mucho de las que seran analizadas.

'recordar que el tiempo que toma el analisis manual de una laminilla esta entre veinte y
cuarenta minutos, dependiendo de la experiencia que tenga el observador.
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a)
Fig.5.1. Proceso de reconocimicnto. a)imagen original. b) Reconocimicnto dc mitosis compactas.

¢) Reconocimiento de nucleos estimulados. d) Reconocimicnto de mitosis dispersas.
¢) Resultado final.
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V.8. Errores de Reconacimiento

Como se deduce de las cifras anteriores, el sistema tiene un mayor porcentaje de
error en el reconocimiento de las mitosis cerradas, esto se debe a que en éstas los
parametros implementados no han sido lo suficientemente definitivos como para separar las
mitosis cerradas de los demas objetos que se hallan en la pantalla de analisis (figura 5.2).

Por medio de la experimentacion se ha observado que la medicion de la textura
usando los cambios de los niveles de gris al interior del contorno puede no ser la falla al
clasificar los objetos, sino probablemente sea el como se estan realizando las mediciones de
textura. Esta deduccion parte del hecho que los artefactos que llegan a entrar dentro del
conteo de mitosis son diametralmente distintas a las mitosis compactas, por lo menos para el
ojo humano. Se cree que al tomar como nivel de referencia al obtenido por el método de
Otsu lo unico que logra es mediatizar los cambios haciéndolos muy parecidos para todos los
cuerpos.
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a)
Fig. 5.2. Errorcs cn ¢l reconocimicnto. a) cjemplo 1. b) cjemplo 2.
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Fig. 5.2. Errorcs cn ¢l reconocimicnto. a) cjemplo 1. b) cjemplo 2.

En el caso de las mitosis abiertas se logro encontrar un parametro extra que permite
la separacion de las mitosis abiertas de la mayoria de los otros objetos. Sin embargo, se
ticnen todavia problemas de inclusion de artefactos que pudiera evitarse si es que fuera
posible medir mejor la textura de la mitosis; es decir, si se mide mejor la orografia del
contorno.

Sobre como reconocer los distintos cuerpos que se hallan en una muestra no existe
nada escrito. Es decir no hay un método que nos permita saber cuales son las caracteristicas
de un nucleo o de una mitosis, asi que la mayor parte del tiempo del desarrollo del sistema se
baso en encontrar la mejor forma de realizar la clasificacion de dichos cuerpos.

Como se menciona en el capitulo anterior, se tuvieron que hallar los parametros que
caracterizaban a cada uno de los objetos. Cabe seialar que la falla en el reconocimiento de
algun nucleo no es muy significativo, pues casi todos los objetos de las muestras son nucleos
o artefactos asi que la exclusion de uno de ellos puede no modificar significativamente los
resultados.

En contraparte se encuentran las mitosis. Para que el ser humano reconozca a una
mitosis ¢n la laminilla se realiza un proceso muy complicado: es el reconocimiento de los
componentes individuales de una mitosis y por medio de la textura del objeto. En ocasiones,
para reconocer a una mitosis es necesario jugar con el enfoque del microscopio para que con
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esta accion se tenga un mayor contraste y mayor profundidad de campo, o sea mayor
informacion.

Sobre la textura existe mucho escrito: desviacion en el nivel de gris en una zona,
orientacion de los pixeles, etcétera. Sin embargo, las mitosis presentan una textura que no
posee un patron definido y que se distinguen, manualmente, gracias a que es posible
reconocer a los cromosomas o por lo menos parte de ellos, y porque presentan ademas una
textura distinta a los artefactos. '

El intento de hallar la textura basica de una mitosis fue la parte que llevdé mayor
tiempo de investigacion. La decision sobre como cuantificar la textura dentro de las mitosis
fue ver, basicamente, la orografia que presentaban dichos cuerpos (es por ello que se decidid
el contar los cambios en el nivel de gris).

Este parametro ha funcionado, pero hay que decir que, como depende de un nivel de
gris que fue hallado para dividir la distribucion de niveles de grises en dos partes similares,
se tiene el problema de que los cambios que se miden al interior de los objetos seran muy
parecidos para muchos objetos, lo que ocasiona que muchos artefactos sean contados como
mitosis. Sin embargo, la idea parece ser buena siempre que se halle la forma de medir de
forma eficiente los cambios y la forma en que estan distribuidos los niveles de grises al
interior de los contornos.

Para evitar este problema se ha decidido modificar el nivel de referencia y realizar
una bisqueda por niveles; es decir tomar una serie de lineas divisorias a cierto nivel de gris y
cuantificar la cantidad de pixeles que se encuentran dentro de cada seccion y la forma en que
cambian de seccion dichos pixeles, como se puede ver en la siguiente figura.
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esta accion se tenga un mayor contraste y mayor profundidad de campo, o sea mayor
informacion,

Sobre la textura existe mucho escrito: desviacion en el nivel de gris en una zona,
orientacion de los pixeles, etcétera. Sin embargo, las mitosis presentan una textura que no
posee un patron definido y que se distinguen, manualmente, gracias a que es posible
reconocer a los cromosomas o por lo menos parte de ellos, y porque presentan ademas una
textura distinta a los artefactos. C

El intento de hallar la textura basica de una mitosis fue la parte que llevé mayor
tiempo de investigacion. La decisién sobre como cuantificar la textura dentro de las mitosis
fue ver, basicamente, la orografia que presentaban dichos cuerpos (es por ello que se decidié
el contar los cambios en el nivel de gris).

Este parametro ha funcionado, pero hay que decir que, como depende de un nivel de
gris que fue hallado para dividir la distribucion de niveles de grises en dos partes similares,
se tiene el problema de que los cambios que se miden al interior de los objetos seran muy
parecidos para muchos objetos, lo que ocasiona que muchos artefactos sean contados como
mitosis. Sin embargo, la idea parece ser buena siempre que se halle la forma de medir de
forma eficiente los cambios y la forma en que estan distribuidos los niveles de grises al
interior de los contornos.

Para evitar este problema se ha decidido modificar el nivel de referencia y realizar
una bisqueda por niveles; es decir tomar una serie de lineas divisorias a cierto nivel de gris y
cuantificar la cantidad de pixeles que se encuentran dentro de cada seccion y la forma en que
cambian de seccion dichos pixeles, como se puede ver en la siguiente figura.
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Fig. 5.3 Esqucma del funcionamicnto por capas

Haciendo algunas reconstrucciones tridimensionales del comportamiento de los
pixeles dentro de un cuerpo (ver figura 5.4) se hallo que las mitosis abiertas guardan un
patrén en su distribucion de niveles de grises; sin embargo, la investigacion se encuentra en
la etapa de realizar mayores reconstrucciones en 3D de los artefactos y de las mitosis para
poder ver si la hipotesis es correcta o no.
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V.8.1. Filtros Discriminantes

Sobre ¢l problema del reconocimiento existe otra dificultad consistente en hallar la
forma 6ptima de los filtros; es decir, el nimero de desviaciones estandar que debe ser usado
para cada parametro que conforma a cada filtro (ver figura 4.30). Esta medida ha sido
realizada a nivel experimental a partir de los resultados obtenidos de las distintas revisiones
del comportamiento del sistema por medio de la rutina verify. Sin embargo, se deben llevar
a cabo mayores pruebas y analisis para lograr el nivel optimo de cada filtro.

Para estos analisis se tienen planeadas otras etapas, que basicamente pueden dividirse
en dos: una etapa de anilisis que revise todas las posibilidades de inclusion de cada objeto,
jugando con todas las combinaciones posibles de desviaciones estandar para cada objeto, y
la segunda es el uso de redes ncuronales para el reconocimiento de los cuerpos.

Nuevamente se debe evaluar si el subsistema de redes neuronales es lo
suficientemente poderoso, capaz y rapido que ajuste con las especificaciones del sistema.
Cabe mencionar que las redes neuronales funcionan muy bien para un entrenamiento pero las
muestras que se manejan para el calculo del indice mitético tienen un espectro muy amplio
de situaciones: sucias, claras, obscuras, muy pobladas, con mucha concentracion del cultivo,
etcetera, como ejemplo basta ver lo distintos que pueden ser la laminillas de un solo lote (ver
figura 5.5). Es por ello que el sistema MIT 2000 tiene la opcion de poder entrenar el sistema
de distintas maneras y guardar dichos entrenamientos en archivos.

La otra vertiente requicre de realizar una buena planeacion del experimento de
analisis: tomar una muestra considerable de artefactos y objetos de interes en cada etapa de
andlisis, decidir el nimero de desviaciones estandar tope que seran probadas.

Dentro de los factores que han influido en las fallas en el reconocimiento de los
objetos, se ha encontrado que la variabilidad de las muestras puede llegar a ser enorme, lo
que provoca que los limites de desviaciones estandar usados para una muestra sean inutiles
para otra. La diferencia en las preparaciones se debe muchas veces a que algunas tienen mas
tiempo que otras. El paso del tiempo hace que el tefido que se hace sobre los cuerpos se
vaya perdiendo, haciendo a la muestra mas clara.
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Para resolver este problema se han propuesto dos acciones, la primera es hacer que
los bidlogos trabajen con preparaciones de la misma edad y, segunda, que la forma en que se
preparen sea lo mas parecida posible.

La forma en que el sistema reconoce, es una de sus restricciones, debida a la
complejidad que requeriria el llevar a cabo el reconocimiento de los objetos de manera
inteligente y que al mismo tiempo realizar todas las otras tareas que se requieren para el
cilculo del indice mitdtico. Sin embargo, esta opcion no esta descartada para su
implementacion futura.

V9. Memoria

Otro problema radica en la creacion del espacio de memoria para alojar a las matrices
que pudieran usarse para las operaciones de textura. Este espacio puede ser reservado de
antemano, lo cual ocasionaria que €l programa creciera y quizds tuviera problemas con el
limite de los 640 Kb, pero habria que realizar otra investigacion para encontrar las
dimensiones tipicas de las matrices para reservar memoria. Otra posibilidad es el uso de
memoria dindmica. De nuevo se tienen problemas de restriccion de memoria, lo cual puede
resolverse usando archivos, pero es extremadamente lento, o bien, usando la memoria
extendida.

Para aprovechar la memoria extendida de las PC se debe crear el manejador de dicha
memoria 0 adecuar los que ya existen en algunos servidores anénimos sobre la red. Para
abandonar este topico sc debe tener en cuenta la velocidad del proceso, pues no debe
disminuir mucho para que el rendimiento del programa permanezca en los niveles actuales.
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CAPITULO VI

Resultados, Perspectivas y Conclusiones.

Se debe ser muy consciente de que el sistema que se propone en el trabajo es un
prototipo con el cual se pretendia demostrar que el sistema para el célculo del indice
mitético era factible de ser realizado. Aunqué ya fue probado dentro del Laboratorio de
Procesamiento de Imédgenes del Centro de Instrumentos todavia falta que sea llevado al
Laboratorio de Citogenética del Instituto de Investigaciones Biomédicas para su siguiente
etapa de evaluacion.

Existen varias vertientes para las siguientes etapas del sistema pero basicamente las
tareas a realizar se pueden encerrar en;

a) Mejoramiento de los parametros descriptores de textura,

Una primera opcidn es ver qué tan efectivamente se puede describir la textura de un
objeto mejorando las mediciones del nimero de cambios dentro de él. Para esto se propone
la medicion de los cambios por capas.

Otra vertiente para el anilisis de las texturas de las mitosis es la de implementar la
medicion de textura por medio de matrices de co-ocurrencia (4,5). Esta es una medicion de
la matriz de co-ocurrencia (dependencia espacial de los niveles de gris) es una medida
estadistica de segundo orden de la variacion de una imagen. Sin embargo, existen varias
dificultades para su implementacion en este sistema. La primera gran dificultad radica en la
complejidad de los calculos para formar a las matrices y la medicion escalar ademas de la
seleccion de una relacion espacial apropiada para formar las matrices. La creacion de las
matrices se lleva a cabo por medio de la relacion de un pixel con sus vecinos; puede hacerse
una relacion en todos los sentidos, pero esto llevaria mayor tiempo de calculo.

b) Mejoramiento de los filtros discriminantes.

La mejora de los filtros se reficre a encontrar el punto dptimo para cada una de las
desviaciones estandar de cada uno de los parametros que caracterizan a un objeto, para
lograr el mejor de los filtros para cada categoria.

c) Mcjoramiento de las opciones del sistema.

Quedan por hacer algunas mejoras en la implementacion del sistema en cuanto a su
interfaz con el usuario, como ¢jemplo basta mencionar la creacion de archivos de control
mas flexible.

E! objetivo principal del proyecto cra el de llevar a cabo un sistema automatizado
para la evaluacion cuantitativa de la proliferacion linfocitaria. Hasta ahora el objetivo se ha



cumplido, obviamente falta hacer las mejoras al sistema para que este pueda funcionar al
cien por ciento. : T

Una de las conclusiones mas importantes del trabajo de investigacion es que e€s
posible realizar sistemas que tecnologicamente estdn a nivel internacional. Se debe reconocer
que el actual sistema es el primero de su tipo en el mundo. Anteriormente se desarrollaron
sistemas que guxilian al calculo del indice mitético (3, 16, 17, 18, 19, 20) sin embargo
ninguno permite su calculo automaticamente.

La realizacion de este sistema ofrece la posibilidad de abrir la puerta a los grupos de
investigacion interdisciplinaria en el area biomédica, que en México son muy escasos. La
aportacion que las ingenierias pueden otorgar a las otras areas no es de servicio, sino de real
colaboracion para el desarrollo de la tecnologia en el pais.

Como ejemplo de lo anterior se puede mencionar que el proyecto de investigacion
MIT 2000 recibio el Premio CANIFARMA 1994 de la Camara Nacional de la Industria
Farmacéutica. Los miembros del equipo interdisciplinario que gano este premio son: Dr.
Gabriel Corkidi Blanco y Edgar Gardufio Angeles del Centro de Instrumentos; la M.C.
Maria Garza Jinich, del Instituto de Investigaciones en Matemaéticas Aplicadas y en Sistemas
(IIMAS), y los doctores Emilio Rojas del Castillo, Regina Montero Montoya y Patricia
Ostrosky Weegman, del Instituto de Investigaciones Biomédicas, todos centros de
investigacion de la Universidad Nacional Autonoma de México.
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ACTIVA ENTRENAMIENTO

INSTRUIR ACTIVA

Selecciona algun archivo de entrenamiento para el calculo del indice mitético.
FORMATO

INSTRUIR ACTIVA
DESCRIPCION

Este comando permite seleccionar un archivo de entrenamiento de forma interactiva, Los
nombres de archivos de entrenamiento son aquellos que tienen terminaciéon ENT y que se hallan en
el directorio de trabajo actual. '
OBSERVACIONES

Es posible cambiar de directorio de trabajo usando el comando de MSDOS cd antecedido
por el simbolo §.
EJEMPLOS

INSTRUIR ACTIVA
COMANDOS RELACIONADOS

DEFINE ENTRENAMIENTO

INFORMA ENTRENAMIENTO

PANTALLA

EJECUCION CALCULO DEL INDICE MITOTICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En "INSTRU" seleccionar "Activa" y seleccionar de la pantalla el archivo que se desee.
NOTAS

Es posible no elegir algun archivo seleccionando la opcion NULL al fondo del menu. Sin
embargo, al realizar esto sc impide el proceso del calculo del indice mitético.

El archivo usado por ultima ocasion sera el que el sistema detecte como activo. Esta
informacion es guardada en el archivo ENTRENA.PAR,
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ACTIVAR OBJETIVO

OBJETIVO ACTIVA

Activa algun tipo de objetivo.
FORMATO

OBJETIVO ACTIVA
DESCRIPCION

Activa el tipo de desplazamientos de las platinas para el objetivo que se este usando en el
microscopio. Este desplazamiento es necesario para que las platinas cambien de campo de
observacion segun el tipo de objetivo usado en el microscopio.
OBSERVACIONES

Existe un archivo en el cual estan definidos los desplazamientos de las platinas segun
objetivo y se llama OBJETIV.MIC. Para licvar a cabo esta operacion es necesario que
OBJETIV.MIC este en el directorio de trabajo.
EJEMPLOS

OBJETIVO ACTIVA
COMANDOS RELACIONADOS

OBJETIVO DEFINIR

DEFINE ENTRENAMIENTO

ACTIVA ENTRENAMIENTO

INFORMA ENTRENAMIENTO

EJECUCION DEL CALCULO DEL INDICE MITOTICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En "OBJETIVO" seleccionar "Activar" y seleccionar de la pantalla el objetivo que se
desce.
NOTAS

Si no ha sido seleccionado un desplazamiento de las platinas entonces no se podra ejecutar
el calculo del indice mitotico.
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DEFINIR BARRIDO INDIVIDUAL
BARRIDO DEFINIR INDIV

Define la zona de barrido en cada laminilla instalada en las platinas,
FORMATO

BARRIDO DEFINIR INDIV
DESCRIPCION

Por medio de esta rutina es posible definir la zona de interés para cada laminilla instalada
en las platinas. Se debe recordar que el barrido de las laminillas siempre se realiza en zigzag dentro
de una zona rectangular.

OBSERVACIONES

El barrido individual sirve para cuando el usuario no desea usar el barrido predefinido que
el sistema usa para cada laminilla. Debe ser precisada la zona de barrido para cada laminilla que se
halle instalada en las platinas.

La definicion de la zona de barrido general se hace de manera interactiva seiialando las
esquinas superior izquierda e inferior derecha del rectangulo de barrido dentro de cada laminilla,
EJEMPLOS

BAR DEF IN

BARRRIDO DEFINIR INDIV
COMANDOS RELACIONADOS

BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO PREDEF

BARRIDO DEFINIR UNICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "BARRIDO" se elige "Definir”. Una vez en "Definir" se selecciona
"Individual"

NOTAS

No es necesario definir una zona individual de barrido si la zona predefinida del sistema
cubre las necesidades de analisis, sin embargo el sistema si requiere de que exista una zona de
barrido definida antes de realizar las operaciones que involucren algun tipo de examen usando las
platinas.

También se le debe decir al sistema cuantas laminillas hay instaladas antes de llamar este
comando, de otra forma el sistema solo reconoce que hay unicamente una laminilla.
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DEFINIR BARRIDO GENERAL
BARRIDO DEFINIR UNICO

Define una zona de barrido comGn para todas las laminillas colocadas en las platinas.
FORMATO

BARRIDO DEFINIR UNICO
DESCRIPCION

Por medio de esta rutina es posible definir la zona de interés para todas las laminillas
instalada en las platinas. Se debe recordar que el barrido de las laminillas siempre se realiza en
zigzag dentro de una zona rectangular.

OBSERVACIONES

El barrido general sirve para cuando el usuario no desea usar el barrido predefinido que el
sistema usa para todas las laminillas. Debe ser precisada la zona de barrido para solo una laminilla
y esta sera repetida para todas las laminillas instaladas en el sistema,

La definicion de la zona de barrido general se hace de manera interactiva sefialando las
esquinas superior izquierda e inferior derecha del rectangulo de barrido dentro de una laminilla.
EJEMPLOS

BARRIDO DEFINIR UNICO

BAR DEF UN
COMANDOS RELACIONADOS

BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO PREDEF

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "BARRIDO" se clige "Definir". Una vez en "Definir" se selecciona "1 para
todos"

NOTAS

No es necesario definir una zona general de barrido si la zona predefinida del sistema cubre
las necesidades de analisis, sin embargo el sistema si requiere de que exista una zona de barrido
dcfinida antes de realizar las operaciones que involucren algin tipo de examen usando las platinas.

También se le debe decir al sistema cuantas laminillas hay instaladas antes de lamar este
comando, de otra forma el sistema solo reconoce que hay unicamente una laminilla.
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DEFINIR BARRIDO PREDEFINIDO

BARRIDO PREDEFINIDO

Ordena al sistema a usar el barrido de las platinas predefinido.
FORMATO

BARRIDO PREDEF
DESCRIPCION

El sistema tienc definida las zonas de interés tipicas para todas las laminillas. Llamando
este comando se pide al sistema que use estas zonas de interés para el andlisis de la platinas.
OBSERVACIONES

Cuando se declara el nimero de laminillas que se hallan instaladas en las platinas el sistema
el sistema, por principio, auto declara que usara las zonas predefinidas. Si el usuario desea usar
otras debe llamar a las rutinas de definicion.

La definicion de la zona de barrido se hace automaticamente.
EJEMPLOS

BARRIDO PREDEF

BAR PRE
COMANDOS RELACIONADOS

. BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDO DEFINIR UNICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "BARRIDO" se elige "Predefinido".
NOTAS

Las zonas predefinidas de barrido siempre son declaradas al definir ¢l nimero de laminillas
a examinar.

El sistema al entrar declara que se usara una laminilla con zona predefinida.
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DEFINIR BARRIDO PREDEFINIDO

BARRIDO PREDEFINIDO

Ordena al sistema a usar el barrido de las platinas predefinido.
FORMATO

BARRIDO PREDEF
DESCRIPCION

El sistema tiene definida las zonas de interés tipicas para todas las laminillas. Llamando
este comando se pide al sistema que use estas zonas de interés para el anélisis de la platinas.
OBSERVACIONES

Cuando se declara ¢l nimero de laminillas que se hallan instaladas en las platinas el sistema
el sistema, por principio, auto declara que usara las zonas predefinidas. Si el usuario desea usar
otras debe llamar a las rutinas de definicion.

La definicion de la zona de barrido se hace automaticamente.
EJEMPLOS

BARRIDO PREDEF

BAR PRE
COMANDOS RELACIONADOS

. BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDO DEFINIR UNICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En Ia opcion "BARRIDQ" se elige "Predefinido”.
NOTAS

Las zonas predefinidas de barrido siempre son declaradas al definir el nimero de laminillas
a examinar.

El sistema al entrar declara que se usara una laminilla con zona predefinida.
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DEFINIR NUMERO DE PORTAOBJETOS

BARRIDO DEFINE NUMERO DE PORTAOBJETOS

Declara al sistema el nimero de laminillas que seran analizadas por el sistema.
FORMATO

BARRIDO NUMPORTA n

n = namero de laminillas instaladas en el sistema para su analisis. Se debe poner un numero
entero entre 1 y 8.
DESCRIPCION

Por medio de esta rutina es posible declarar el nimero de laminillas que el sistema debera
analizar,
OBSERVACIONES

Es importante que se declare el nimero de laminillas a usar antes de cada comando que
involucre el analisis de las muestras que se hallen en las platinas sino el sistema solo analizara una
laminilla,

Si se desea usar otro tipo de barrido diferente al que el sistema usa por principio es
necesario definirlo con las rutinas UNICO ¢ INDIV,
EJEMPLOS

BAR NUM § Le dice al sistema que hay 5 laminillas para analizar,

BAR NUM 8 Le dice al sistema que hay ocho laminillas para analizar.
COMANDOS RELACIONADOS

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDQ DEFINIR UNICO

BARRIDO PREDEF

EJECUCION DEL CALCULO DEL INDICE MITOTICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "BARRIDQ" del menu de "MITOSIS" seleccionar "N° Porta Obj"

EL sistema despliega: 'Cantidad de porta objetos:?". Se debe darle un numero entero entre
ly8.
NOTAS

Siempre es necesario declarar el namero de laminillas a analizar antes de ejecutar los
comandos de calculo del indice mitotico.

Siempre que se declara el nimero de laminillas posteriormente el sistema define las zonas
de barrido con aquellas predefinidas.
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DEFINIR OBJETIVO

OBJETIVO DEFINIR

Define el tipo de objetivo a ser usado y los desplazamientos de las platinas para dicho
objetivo.
FORMATO

OBJETIVO DEFINIR
DESCRIPCION

Con este comando es posible relacionar el tipo de objetivo con el desplazamiento necesario
que deben realizar las platinas para que coincidan los campos de observacion contiguos.
OBSERVACIONES

Existe un archivo en el cual estan definidos los desplazamientos de las platinas segin
objetivo y se llama OBJETIV.MIC. Para llevar a cabo esta operacion es necesario que
OBJETIV.MIC este en el directorio de trabajo.

Al llamar este comando se debe mover un objeto dentro de la pantalla "grafica" para definir
los desplazamientos que debe realizar para el objetivo seleccionado.
EJEMPLOS

OBJETIVO DEFINIR

OBJETIV DEF
COMANDOS RELACIONADOS

OBJETIVO ACTIVAR

OVER
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "OBJETIVQ" del meni de "MITOSIS" seleccionar "Definir".
NOTAS

No siempre es necesario definir un objetivo pues puede que ya este definido en el archivo
OBJETIV.MIC. Si es asi tan solo se requiere llamar al comando OBJETIVO ACTIVAR.

Al entrar al sistema es verificado el Gltimo objetivo usado. Este sera el que sera activado
por definicion.
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CREAR NUEVO ENTRENAMIENTO
INSTRUIR NUEVO

Con este comando es posible crear un nuevo archivo de entrenamiento para el célculo del
indice mitotico.
FORMATO

INSTRUIR NUEVO
DESCRIPCION

Al usar este comando se pide al sistema que comience Ia creacion de un nuevo archivo de
entrenamiento.

La creacion del nuevo archivo es de manera interactiva requiere que el usuario de el
nombre del nuevo archivo. Si este archivo existe preguntara si se sobreescribe o se usa otro
nombre.

OBSERVACIONES

Para saber como entrenar el sistema por favor ver seccion de entrenamiento en el manual
de protocolos.

Al terminar de crear el nuevo entrenamiento este archivo sera activado como archivo de
entrenamiento actual,

El nimero de cuerpos que se muestrean usando esta rutina sera responsabilidad del
usuario.

EJEMPLOS

INSTRUIR NUEVO

INST NUE
COMANDOS RELACIONADOS

INSTRUIR INFORMA

INSTRUIR ACTIVA

EJECCION CALCULO DEL INDICE MITOTICO
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "INSTRUIR" del menu "MITOSIS" seleccionar "Nuevo”

NOTAS

Es necesario tener activo un archivo de entrenamiento antes de pedir el comando que
calcula el indice mitotico.

Siempre usar un entrenamiento que cumpla con las condiciones que seran usadas en la
proxima ejecucion del calculo del indice mitotico.

Modifica el archivo ENTRENA PAR.
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EJECUTA INDICE MITOTICO
EJECUCION INDICE MITOTICO

Permite la ejecucion del calculo del indice mitotico.
FORMATO

EJECUCION INDICE
DESCRIPCION

Por medio del uso de este comando el sistema comienza la ejecucion del calculo del indice
mit6tico en las laminillas que se hayan declarado instaladas.

OBSERVACIONES

La definicion del nimero de controles y experimentos asociados se hace al llamar a esta
rutina.

El sistema usa el archivo NUCLEOS.REC para vaciar los resultados del calculo del indice
mitotico. Para salvar este archivo se puede usar ¢l comando de MSDOS rename de las siguiente
forma: $ ren nucleos.rec nombre.rec

Es importante usar la extension REC pues la rutina de verificacion busca solo ese tipo de
archivos.

La ejecucion del indice mitotico puede ser interrumpida oprimiendo la tecla Esc.
EJEMPLOS

EJECU INDICE
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION CMD

EJECUCION MANDI

CONTEO

INSTRUIR ACTIVA

INSTRUIR NUEVO

BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDO DEFINIR UNICO

BARRIDO PREDEFINIDO

OBJETIVO ACTIVAR

OBJETIVO DEFINIR

OVER

PORCENT
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "EJECUCION" del mena de "MITOSIS" seleccionar "Indice Mit"

NOTAS

Antes de llamar este comando declarar el nimero de laminillas que estan instaladas y el

tipo de barrido que se usara.
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EJECUTA BARRIDO Y ARCHIVO CMD

EJECUCION CMD

Permite la ejecucion de un archivo de comandos CMD sobre cada campo del barrido del
indice mitético.
FORMATO

EJECUCION CMD
DESCRIPCION

Por medio del uso de este comando es posible ¢jecutar un archivo de comandos CMD
sobre cada campo que es analizado en el barrido del indice mit6tico.
OBSERVACIONES

El orden en que las laminillas seran exploradas es dado al llamar este comando.

El tipo de barrido que se llevara a cabo sobre cada laminilla debe ser declarado antes de
llamara este comando.

El comando comprueba la existencia del archivo CMD en el directorio de trabajo.
EJEMPLOS

EJECUCION CMD

EJE CM
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION INICE

EJECUCION MANDI

BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDO DEFINIR UNICO

BARRIDO PREDEFINIDO

OBJETIVO ACTIVAR

OBJETIVO DEFINIR

OVER
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcién "EJECUCION" del meni de "MITOSIS" seleccionar "Lee CMD"
NOTAS

Antes de llamar este comando declarar el nimero de laminillas que estén instaladas y el
tipo de barrido que se usara.

No se puede ejecutar comandos del modulo MITOSIS.
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EJECUTA CALCULQO INDICE MITOTICO Y ARCHIVO CMD
EJECUCION DE ARCHIVO CMD Y CALCULO DEL INDICE MITOTICO

Este comando permite la ejecucion de un archivo de comandos CMD en cada campo de
anélisis antes de ejecutar el reconocimiento de los objetos para el célculo del indice mitético.
FORMATO

EJECUCION CANDI
DESCRIPCION

Por medio del uso de este comando es posible ejecutar un archivo de comandos CMD
sobre cada campo de analisis antes de llevar a cabo el reconocimiento de los objetos que es
necesario para calcular el indice mitético.

OBSERVACIONES

La definicion del nimero de controles y experimentos asociados se hace al llamar a esta
rutina.

El sistema usa el archivo NUCCMD.REC para vaciar los resultados del cdlculo del indice
mitético. Para salvar este archivo se puede usar el comando de MSDOS rename de las siguiente
forma: $ ren nuccmd.rec nombre.rec

Es importante usar la extension REC pues la rutina de verificacion busca solo ese tipo de
archivos.

El comando comprueba la existencia del archivo CMD en el directorio de trabajo.
EJEMPLOS

EJECUCION CANDI

EJE CAN
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION CMD

EJECUCION MANDI

CONTEO

INSTRUIR ACTIVA

INSTRUIR NUEVO

BARRIDO NUMPORTA

BARRIDO DEFINIR INDIVIDUAL

BARRIDO DEFINIR UNICO

BARRIDO PREDEFINIDO

OBJETIVO ACTIVAR

OBJETIVO DEFINIR

OVER

PORCENT
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "EJECUCION" del ment de "MITOSIS" seleccionar "Lee CMD&Mit"
NOTAS

Antes de llamar este comando declarar el nimero de laminillas que estan instaladas y el
tipo de barrido que se usara.

No se puede ejecutar comandos del modulo MITOSIS.
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ENFOCA FINO

ENFOQUE FINO

Esta rutina permite hacer la operacion de enfoque fino en el campo de observacion actual.
FORMATO I

ENFOQUE FINO
DESCRIPCION

Este comando permite realizar le enfoque de la imagen de forma fina en el campo que se
observa en la pantalla grafica.
OBSERVACIONES

Si la adquisicion de las imégenes se encuentra en modo congelado al llamar este comando
pasa a ser modo continuo.
EJEMPLOS

ENF FIN
COMANDOS RELACIONADOS

ENFOQUE GRUESO

MOV

POS
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcién "ENFOQUE" del menu de "MITOSIS" se selecciona "Fino".
NOTAS

El barrido de enfoque es limitado. Para enfocar un campo muy borroso es preferible usar
una combinacion de enfoque fino y enfoque grueso.
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ENFOCA GRUESO

ENFOQUE GRUESO o ,

Esta rutina permite hacer la operacion de enfoque fino en el campo de observacion actual,
FORMATO

ENFOQUE GRUESO
DESCRIPCION

Este comando permite realizar le enfoque de la imagen de forma gruesa en el campo que se
observa en la pantalla grifica.
OBSERVACIONES

Si la adquisicion de las imagenes se encuentra en modo congelado al llamar este comando
pasa a ser modo continuo.
EJEMPLOS

ENF GR
COMANDOS RELACIONADOS

ENFOQUE FINO

MOV

POS
ACCESO EN MODO DE MENU

En la opcion "ENFOQUE" del mena de "MITOSIS" se selecciona "Grueso".
NOTAS

El barrido de enfoque es limitado. Para enfocar un campo muy borroso es preferible usar
una combinacion de enfoques gruesos.
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AFINA IMAGEN

SHARP

Realiza el afinamiento de la imagen.
FORMATO

AFIL
DESCRIPCION

Realiza el afinamiento de la imagen usando la rutina fg_sh2 de la tarjeta MATROX.
OBSERVACIONES

Se usa el siguiente tipo de miscara:

EJEMPLOS

ACQ BRU

AFIL

SEUIL
COMANDOS RELACIONADOS

REHAUSMENT

LISSAGE
ACCESO EN MODO DE MENU

Seleccionar la opcion "SHARP" del menu de "MITOSIS".
NOTAS

Esta operacion aumenta el contraste de la imagen por lo que puede ocasionar saturacion en
el nimero de contornos.

154



INFORMA ENTRENAMIENTO

INSTRUIR INFO

Con este comando es posible saber el entrenamiento que esta activo.
FORMATO

INSTRUIR INFO
DESCRIPCION

Ensefia el nombre del archivo de entrenamiento que se encuentra activo.
OBSERVACIONES

EJEMPLOS

INSTRUIR ACTIV

. INSTRUIR INFO

COMANDOS RELACIONADOS

INSTRUIR ACTIVA

INSTRUIR DEFINIR
ACCESO EN MODO DE MENU

Dentro de la opcion "INSTRUIR" del meni de "MITOSIS" seleccionar la opcién "Info".
NOTAS
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DEFINE NUMERO DE CUERPOS

CONTEO

Rutina para definir el nimero maximo de objetos a contar en el indice mitético.
FORMATO

CONTEOn

n = Namero, entero entre 1 y 2'000,000, de objetos a contar.
DESCRIPCION

En el célculo del indice mitotico hay dos criterios para detener el conteo en una laminilla,
El primero es que se alcanzo el nimero maximo de objetos a contar y, segundo, se termino la zona
de barrido.
OBSERVACIONES

Siempre debe definirse el nimero de objetos antes de ejecutar el chlculo del indice
mitético.
EJEMPLOS

CONTEO 1000 Se contaran mil objetos en cada laminilla.

CON 200 Se contarén dos cientos objetos en cada laminilla.
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION INDICE

EJECUCION CANDI
ACCESO EN MODO DE MENU

Seleccionar "CONTEO" del menu de "MITOSIS".

Apareceré el letrero 'Cantidad de cuerpos a contar.? después del cual se debe introducir el
numero de objetos que se desean contar.
NOTAS '

Por definicion el programa contara dos mil objetos.
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VERIFICACION

VERIFICA

Verifica la ejecucion del indice mitético.
FORMATO

VERIFICA
DESCRIPCION

Por medio de este comando es posible seleccionar algin archivo REC en el cual se guardo
la bitacora de la ejecucion del calculo del indice mitético.
OBSERVACIONES

Los archivos REC deben estar en el directorio de trabajo actual.
EJEMPLOS

EJE IND

VERI
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION INDICE

EJECUCION CANDI
ACCESO EN MODO DE MENU

Seleccionar la opcion "VERIFICA" del menu "MITOSIS".
NOTAS

Si se quiere revisar alguna ejecucion del indice mitético que fue interrumpida entonces
habré problemas en la revision de este archivo.
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DESPLAZAMIENTO EN X

DESPX

Este comando define el desplazamiento en X y méximo movimiento en X de las platinas.
FORMATO

DESPX
DESCRIPCION

Este comando permite definir el desplazamiento en X para cambiar de portaobjetos y
desplazamiento en X del barrido.
OBSERVACIONES

Modifica el archivo DESP.PAR.
EJEMPLOS

DESPX
COMANDOS RELACIONADOS

OVER

PORCY

OBJETIVO DEFINIR
ACCESO EN MODO DE MENU

Seleccionar la opcion "DESP EN X" del meni "MITOSIS".
- NOTAS

Si el archivo DESP.PAR no se encuentra el sistema no puede ejecutar el chlculo del indice
mitotico. Se debe definir este desplazamiento al entrar al sistema.
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PORCENTAJEENY
PORCY
Este comando ayuda definir el porcentaje de las laminillas que se usark para el barrido
predefinido.
FORMATO
PORCY p
p = es el porcentaje de la distancia del eje Y que sera usado para el barrido predefinido.
Es un nimero real entre 0 y 100.
DESCRIPCION

El comando DESPY ayuda definir el porcentaje de las laminillas que se usara para el
barrido predefinido. ’
OBSERVACIONES

El desplazamiento en Y debe de ser declarado antes de definir un barrido.

El porcentaje de Y se encuentra declarado en el archivo DESP.PAR y por ende al iniciar el
sistema esta cantidad es leida para no tener que volver a definir el porcentaje cada vez que se usa
el sistema.

EJEMPLOS

DESPX
. PORCY
COMANDOS RELACIONADOS

OBJETIVO DEFINIR

OBJETIVO ACTIVAR

OVER

DESPX
ACCESO EN MODO DE MENU

Seleccionar la opcion "PORCENT Y" del meni "MITOSIS". Aparecera un letrero que
dice 'Porcentaje (entero positivo)?.' y después del cual debe introducirse el nimero real entre cero
y cien.

NOTAS
El archivo DESP PAR sera creado al modificar este valor.
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PRUEBA POR PANTALLA

SCR

Comando que reconoce nucleos estimulados, mitosis cerradas y mitosis abiertas en una
imagen.
FORMATO
SCR
DESCRIPCION 5

Comando que reconoce nucleos estimulados, mitosis cerradas y mitosis abiertas en la
imagen que se encuentra en la pantalla "grafica".
OBSERVACIONES

Este comando ayuda a ver el comportamiento del archivo de entrenamiento antes de usar
el comando de ejecucion del calculo del indice mitotico.
EJEMPLOS

INSTRUIR NUEVO

SCR
COMANDOS RELACIONADOS

EJECUCION INDICE

INSTRUIR ACTIVA

INSTRUIR NUEVO
ACCESO EN MODO DE MENU . o

Seleccionar la opcion "PANT" del menu "MITOSIS".
NOTAS

La imagen no se renueva al llamar este comando asi que se debe tener cuidado de usar la
imagen adecuada al llamar este comando.
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POSICION

POSICION

Este comando muestra la posicion en que se encuentran las platinas.
FORMATO

POS
DESCRIPCION i,

Este comando proporciona la posicion de las platinas en los tres ejes coordenados.
OBSERVACIONES

El comando siempre regresa tres nimeros del tipo real representando la posicion en X,Y y
Z respectivamente.
EJEMPLOS

MOV 20400

POS
COMANDOS RELACIONADOS

MOV

ENFOQUE FINO

ENFOQUE GRUESO
.ACCESO EN MODO DE MENU

NOTAS
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PORCENTAJE DE INDICE MITOTICO
PORCENT
Modifica el porcentaje del indice mitético minimo para los controles.
FORMATO
PORCENT p
P = €s un nUMero entre cero y cien que representa el porcentaje minimo para que las
laminillas "controles" sean clasificadas como buenos.
DESCRIPCION
El comando permite definir el porcentaje minimo del indice mitético en las laminillas
"control".
OBSERVACIONES
Si en las laminillas "control" el indice mitético es igual 0 mayor a este porcentaje entonces
se revisan sus laminillas "experimento”.
EJEMPLOS
PORCENT 10
CONTEOQ 2000
BAR NUM 6
EJE IND
COMANDOS RELACIONADOS
CONTEO
BARRIDO NUMPORTA
BARRIDO PREDEF
BARRIDO DEFINIR INDIV
BARRIDO DEFINIR UNICO
EJECUCION INDICE
EJECUCION CANDI
ACCESO EN MODO DE MENU
NO HAY
NOTAS
Al entrar al sistema este porcentaje es igual al 5%.
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INFORMA CUERPOS A CONTAR

INFORMA CUERPOS A CONTAR

Este comando informa el nimero de objetos que serén contados al realizar el célculo del
indice mitético.
FORMATO

INFCON
DESCRIPCION

Imprime el nimero méximo de cuerpos a ser contados en cada laminilla,
OBSERVACIONES

Este es uno de los criterios para detener el andlisis de cada laminilla, el otro criterio es
acabar la zona de barrido.
EJEMPLOS

CONTEO 2000

INFCON
COMANDOS RELACIONADOS

CONTEO

EJECUCION INDICE

EJECUCION CANDI
ACCESO EN MODO DE MENU

NOHAY
NOTAS

163



MOVER

MOVER

Este comando permite mover las platinas a una posicion especifica.
FORMATO

MOVER x y z tipo

x = desplazamiento en el eje X,

y = desplazamiento en el ¢je Y.

z = desplazamiento en el eje Z.

tipo = define el tipo de desplazamiento. Si tipo = 0 entonces el movimiento es absoluto.

Si tipo = 1 entonces el movimiento es relativo.

DESCRIPCION

Permite moverse por el espacio (x,y,z) de las platinas.
OBSERVACIONES

Es importante definir el tipo de desplazamiento.
EJEMPLOS

MOV 101000 Las platinas se mueven a la posicion absoluta (10,10,0)

MOV 101001 Las platinas se mueven a la posicion

(actual x +10, actual y + 10, actual z + 0).

COMANDOS RELACIONADOS

POS
ACCESO EN MODO DE MENU

NO HAY
NOTAS
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DEFINE TRASLAPE

OVERLAP

Permite definir el traslape en (x,y) que sera usada para cada toma.
FORMATO

OVER
DESCRIPCION

Este comando define el traslape que sera usado en (x,y) para que algun objeto que quede
en medio de dos pantallas, debido al desplazamiento de las platinas para el objetivo actual, pueda
quedar entero en la pantalla.
OBSERVACIONES

Es necesario definir algun desplazamiento segun el objetivo que se estén definidos.
Normalmente, si al activar un objetivo no hay traslape definido para dicho objetivo entonces el
sistema imprime un mensaje de error sobre la ausencia de traslape.
EJEMPLOS

OBJETIVO ACTIVAR

OVER
COMANDOS RELACIONADOS

OBJETIVO DEFINIR

OBJETIVO ACTIVAR

PORCY

DESPX
ACCESO EN MODO DE MENU

NOHAY
NOTAS

Este traslape esta definido en el archivo DESP.PAR. Si DESP.PAR no existe al entrar al
sistema se debe definir un traslape.

El traslape debe estar bien definido para que no se cuenten doble algunos objetos y que no
falte contar ninguno. ‘
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MUESTRA TRASLAPE

SHOW

Muestra el traslape usado en (x,y) para cada toma.,
FORMATO

SHOW
DESCRIPCION

Muestra el traslape usado en (x,y) para que cada toma se encime sobre la otra.
OBSERVACIONES

EJEMPLOS
OBJETIVO ACTIVAR
OVER
SHOW

COMANDOS RELACIONADOS
OBJETIVO ACTIVAR
OBJETIVO DEFINIR
DESPX
PORCY
OVER

ACCESO EN MODO DE MENU
NO HAY

NOTAS
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SEGMENTA

SEPARA

Realiza un proceso de segmentacion excluyendo al contorno de mayor érea, afinéndola
para después sobreponer los contornos antes hallados. '
FORMATO

SEPARA
DESCRIPCION

Realiza un proceso de segmentacion excluyendo al contorno de mayor érea, afindndola
para después sobreponer los contornos antes hallados.
OBSERVACIONES

Es otra forma de segmentar a la ya implementada en BIOCOM. Esta permite segmentar
automédticamente usando el método de division desarrollado por Otsu.
EJEMPLOS

ACQ BRU

SEPARA

HISTO ZON
COMANDOS RELACIONADOS

SEUIL

REINI

ISOCONTOUR

REAFFICHE

DETRUIT
ACCESO EN MODO DE MENU

NO HAY
NOTAS

Al usar esta rutina se pierden los contornos anteriores a esta operacion
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PROTOCOLOS
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GENERAL

Al entrar al sistema se tienen definido lo siguientes parametros:
2000 objetos a contar en cada laminilla.
una sola laminilla instalada
barrido predefinido para dicha laminilla.
5% indice mitético minimo para examinar los experimentos asociados a los controles.
lectura de archivos DESP.PAR, OBJETIV.MIC, ENTRENA PAR y OVERLAP.PAR.
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ENTRENAMIENTO

Al crear un nuevo entrenamiento se debe dar solo el nombre del nuevo archivo. El
entrenamiento se crea seleccionando los campos que contengan nucleos estimulados, cromosomas
cerrados y/o cromosomas abiertos.

Una vez en un campo que se desee usar como parte del entrenamiento simplemente se
activa la operacion de seleccion de cuerpos en dicho campo por medio de la tecla / o el boton
izquierdo del raton.

Después de hacer lo anterior, el sistema segmenta la pantalla y espera a que se le sefialen
los diferentes tipos de cuerpos de interes que se hallan en la pantalla.

El patron que se ha seguido para elegir los diferentes cuerpos es:

Niicleos

Para seleccionar nicleos estimulados se oprime 1a tecla £ antes de usar el raton para

sefialar a los contornos estimulados. Al:unos e'em los de niicleos estimulados son:
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Fig. A.[E.1. Niclcos estimulados cn ¢l entrenamicnto. a) cjemplo 1. b)cjemplo 2. ¢) ejemplo 3.
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Fig. A.E.1. Nucleos cstimulados cn ¢l entrenamicento. a) cjemplo 1. b)ejemplo 2. ¢) cjemplo 3.
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algunos cue 1+ «ue no se usan como nucleos estimulados son:
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Fig. A [E22 ontornos que no son niclcos estimulados cn ¢l entrenamicnto.
Mitosis cerradas

Antes de seleccionar un contorno somo mitosis cerrada se debe oprimir la tecla C.
Quizas el problema mas frecuente es decidir cuando se trata de una mitosis cerrada y
cuando de una abierta. Se han usado dos criterios para decidir los contornos que representan

mitosis cerradas,
1. Que el objeto este rodeado por un solo contomo.

2. Que el contorno tenga una forma mas o menos redondeada.
Algunos ejemplos de mitosis cerradas son:
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Fig. AE3. Ejemplos de seleccion de mitosis cerradas en ¢l entrenamicnto. a) cjemplo 1. b) cjemplo 2.
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Algunos e emlos de mitosis «ue se consideran abiertas:
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Fig. A4 Ejemplos de mitosts abiertas, cerca de cerradas en ¢l entrenanviento. 4) ciemplo 1. b) cjemplo 2.
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Mitosis abiertas
Antes de seleccionar un contorno somo mitosis abierta se debe oprimir la tecla 4.
Cuando se ven una serie de cromosomas separados se deben seleccionar como mitosis
abierta. Para hacer esto se encierran en una eli se.

a)
Fig. A.E.S. Proccso de scleccion de mitosis abicrtas.
a) primer paso. b) scgundo paso. ¢) tercer paso. d) cuarto paso,

175



~ e
- >
" e @
‘i iy 'Y of

]
IO S5 B DU N I T T T R B O o RO O D I R I
TS 2 T I U S DA D bt !.lilna P . @
NN E R NN NN

¢)
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d)
Fig. A.E.S. Proccso de scleccion de mitosis abicrtas.
a) tercer paso. b) scgundo paso. c) tercer paso. d) cuarto paso.

Se debe encerrar la mayor parte de la probable area de las mitosis cerradas.
También se debe evitar seleccionar los cuerpos que esten o puedan estar pegados a basura u otros

cuerpos ya que si no se hace asi se estan dando datos falsos, es decir se esta alterando un poco la
muestra.
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Fig A.E.6 Ejemplo de cucrpos que no deben ser seleccionados.

A continuacion se dan las opciones con las que se cuentan al usar este comando:
tecla A: selecciona mitosis abiertas.
tecla B: deselecciona algin contorno.
tecla C: selecciona mitosis cerradas.
tecla E: selecciona nucleos estimulados.
tecla Q: sale del comando para crear un entrenamiento nuevo.
tecla Esc: sale del comando para crear un entrenamiento nuevo.
boton derecho: termina la pantalla actual y realiza los calculos de los objetos seleccionados.
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DEFINICION DE OBJETIVOS
Para definir un nuevo objetivo, o para redefinir alguno, se debe llamar al comando
OBJETIVO DEFINIR.
Se debe dar el valor del aumento del objetivo a definir y luego seleccionar un objeto de la
pantalla que sera movido a cuatro cruces que apareceran en la pantalla grafica:

Una vez que se coloca el objeto sobre alguna cruz se debe validar su llegada con el botén
izquierdo del raton.

Si la distancia C,C, es diferente a C,C, en un porcentaje mayor al 5% entonces se
despliega un error de que las platinas estan mal acomodadas. Lo mismo sucede con las distancias
C,C,y C,C,. Esto se puede resolver si se acomodan bien las platinas o la chmara.

Normalmente al definir un objetivo se debe definir el traslape para dicho objetivo.

179



DEFINICION DE TRASLAPE

El traslape también se define de manera interactiva. Para definir la cantidad de traslape que
cada objetivo posee se debe seleccionar un objeto, que tenga el tamafio tipico de aquellos cuerpos
que se desean sean contados, de la pantalla "gréfica” y colocarlo en alguna esquina de ella.

Una vez hecho esto el sistema pide que se haga desaparecer este objeto de la pantalla en el
eje X. Con esto se define la cantidad de traslape en X. Lo mismo se hace para el eje Y.

Se pueden definir un traslape diferente al que el sistema tiene almacenado en el archivo
OVERLAP.PAR. Si es asi el sistema pregunta si se debe actualizar dicho archivo.
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BARRIDOS

Para definir los barridos simplemente se pide que se le sefialen al sistema las esquinas
superior izquierda e inferior derecha de la zona de barrido.

El sistema guarda estas posiciones para cada laminilla que haya sido instalada.

Cuando el barrido se quiere hacer individual para cada laminilla entonces el sistema pide las
esquinas superior izquierda ¢ inferior derecha de cada laminilla instalada. El traslado a cada
laminilla sera hecho por el sistema automaticamente.

Es importante recordar que antes de definir el barrido es necesario introducir al sistema el
namero de laminillas que seran analizadas de otra manera solo definira el barrido para aquel
namero que este guardado en memoria.
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VERIFICACION

Al llamar este comando se debe seleccionar algun archivo con terminacién REC que se
halle en el directorio de trabajo. Esta seleccion se lleva a cabo de forma interactiva, si no se
selecciona ningun archivo se trataré de abrir el archivo NUCLEOS.REC.

Cuando se revisa algun archivo de terminacion REC se pueden usar las siguientes
opciones:
boton derecho o tecla A: avanza a la pantalla siguiente,
tecla B: borra el plano grifico de la pantalla "grafica”.
tecla C: hace que la verificacion busque los campos donde hubo nicleos estimulados.
tecla D: busca las pantallas que contengan un cierto tipo de objetos.
tecla E: ajusta el enfoque en el campo actual.
tecla F: hace que la verificacion busque los campos donde hubo cromosomas cerrados.
tecla G: recupera los simbolos de la pantalla "grafica”.
tecla H: hace que la verificacion busque los campos donde hubo cromosomas abiertas.
tecla I: busca siguiente portaobjeto.
tecla M: se mueve n pantallas hacia adelante.
tecla N: hace que la verificacion busque los campos contiguos.
tecla P: inserta un objeto nuevo en el archivo.
botdn 1 o tecla R: regresa a la pantalla anterior.
tecla U: cambia los objetos mal clasificados en un campo de anilisis.
tecla W: quita un objeto del archivo, Actualiza los resultados.
tecla Q o tecla Esc: sale de la rutina de verificacion.

182



Apéndice B

Archivo de Soporte



# FUENTES

SRCO=INIMITC
SRC1=MITBASCO
SRC2=MITBASCI1
SRC3=MITBASC2
SRC4=MITBASC3
SRC5=MITBASC4
SRC6=MITBASCS
SRC7=MITBASC6
SRC8=MITBASC7
SRC9=MITONLYC
SRC11=MITSUBCI1
SRC12=MITSUBC2
SRC13=MITSUBC3
SRC14=MITSUBC4
SRC15=MITSUBCS
SRC16=MITSUBC6
SRC17=MITSUBC?7
SRC18=MITSUBCS8
SRC19=MITSUBC9
SRC20=MC2000
SRC21=mitosis
SRC22=mitcom
SRC23=mitcom2
SRC24=mitsub
SRC25=mitsubl
SRC26=leccom

# OBJETOS

OBJO=INIMITC.OB)
OBJ1=MITBASC0.0BJ
0BJ2=MITBASC1.0BJ
0OBJ3=MITBASC2.0BJ
0BJ4=MITBASC3.0BJ
0BJ5=MITBASC4.0BJ
0BJ6=MITBASC5.0BJ
0BJ7=MITBASC6.0BJ
OBJ8=MITBASC7.0BJ
0OBJ9=MITONLYC.OBJ
0BJ11=MITSUBC1.0B)J
0BJ12=MITSUBC2.0B)
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OBJ13=MITSUBC3.0BJ
0OBJ14=MITSUBC4.0BJ
OBJ15=MITSUBC5.0BJ
OBJ16=MITSUBC6,0BJ]
OBJ1'7=MITSUBC7.0BJ
OBJ18=MITSUBCS8.0BJ
OBJ19=MITSUBC9.0BJ
0BJ20=MC2000.0BJ
OBJ21=MITOSIS.OBJ
OBJ22=MITCOM.OBJ
0BJ23=MITCOM2.0BJ
OBJ24=MITSUB.OBJ
OBJ25=MITSUB1.0BJ
OBJ26=LECCOM.OBJ

# ENCABEZADOS

INC=VIDCONT.H FUNC.H FUNCEXT.H INTVASCO.H TIPOS. H MC2000.H INTVASCO.H\
BIOAUX.-H

DEF=DEF H

XDEF=EXTDEF.H

FORINC=FORMIT.H

# PROGRAMAS

EJE=mitosis.exe
CC=cl

FF=A{l

TP=type

#BANDERAS

FLAGSC=/c /AL /G2 /FPi /Ot
FLAGSL=/ST:10000 /SE:512 /E /NOE /OL
FLAGSF=/c /G2 /Os /4Yd /FPi /AL

# inicio de dependencias
$(EJE): $(OBJO0) $(OBJ1) $(OBJ2) $(OBJ3) $(OBJ4) $(OBJ5) $(OBJ6) $(OBI7)\
$(0OBJ8) $(OBJ9) $(OBJ11) $(0OBJ12) $(0BJ13) $(OBJ14) $(OBJ15)\

$(OBJ16) $(OBJ17) $(OBJ18) $(OBJ19) $(OBJ20) $(OBJ21) $(OBJ22)\
$(0BJ23) $(OBJ24) $(OBJ25) $(0OBJ26)
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link $(FLAGSL)
@C:\EDGARMITOBJ BAT,MITOSIS,MITOSIS,@C\EDGAR\UHSLIB. BAT;
# DIR *.TMP
$(OBJO): $(SRC0).C $(INC) $(DEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC0).C>$(SRC0).TMP
$(OBJ1): $(SRC1).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC1).C>$(SRC1).TMP
$(OBJ2): $(SRC2).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC2).C>$(SRC2).TMP
$(OBJ3): $(SRC3).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC3).C>$(SRC3).TMP
$(OBJ4): $(SRC4).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC4).C>$(SRC4). TMP
$(OBJ5): $(SRCS5).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRCS).C>$(SRCS). TMP
$(OBJ6): $(SRC6).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC6).C>$(SRC6). TMP
$(OBJ7): $(SRC7).C $(INC) VERIFY H $(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC7).C>$(SRC7). TMP
$(OBJ8): $(SRC8).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC8).C>$(SRC8). TMP
$(OBJ9): $(SRCY).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC9).C>$(SRC9). TMP
$(OBJ11): $(SRC11).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC11).C>$(SRC11).TMP
$(OBJ12): $(SRC12).C $(INC) S(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC12).C>$(SRC12). TMP
$(OBJ13): $(SRC13).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC13).C>$(SRCI3). TMP
$(OBJ14): $(SRC14).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC14).C>$(SRC14). TMP
$(OBJ15): $(SRC15).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC15).C>$(SRC15).TMP
$(OBJ16): $(SRC16).C $(INC) S(XDEF) _

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC16).C>$(SRC16). TMP
$(OBJ17): $(SRC17).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC17).C>$(SRC17).TMP
$(OBJ18): $(SRC18).C $(INC) VERIFY.H $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC18).C>$(SRC18).TMP
$(OBJ19): $(SRC19).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) $(FLAGSC) $(SRC19).C>$(SRC19).TMP
$(0BJ20): $(SRC20).C $(INC) $(XDEF)

$(CC) S(FLAGSC) $(SRC20).C>$(SRC20). TMP
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# FORTRAN
$(OBJ21): $(SRC21).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC21).FOR>$(SRC21). TMP
$(OBJ22): $(SRC22).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC22) FOR>$(SRC22). TMP
$(OBJ23): $(SRC23).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC23).FOR>$(SRC23).TMP
3(OBJ24): $(SRC24).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC24).FOR>$(SRC24). TMP
$(OBJ25): $(SRC25).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC25).FOR>$(SRC25) TMP
$(OBJ26): $(SRC26).FOR $(FORINC)

$(FF) S(FLAGSF) $(SRC26).FOR>$(SRC26). TMP
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Apéndice C

Rutinas del Sistema



Rutinas:

Nombre Proposito Regreso Argumentos Tipo Lengmaje | Archivo
AFOCA Rutina para seleccién de rutinss de enfoque de! | NADA VACIO Dependierte de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
MICroscopio Usa DECCOM y
ERREUR
ATAFOR Renueva 1a posicion del raton en NADA VACIO Dependierse de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2 FOR
XSOUM.YSOUM(BIOCOM) Usa MOUS y CLIC
BARDEF Rutina para seleccion de rutinas de barrido a NADA VACIO Dependiente de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
definir de las platinas Usa DECCOMy
ERREUR
BARRIDO Rutina para seleccién de rutinas de barrido de NADA VACIO Dependiente de FORTRAN | MITCOM2.FOR
las platinas BIOCOM
CONSYS Configuration Autoradio(BIOCOM) NADA VACIO INDEPENDIENTE FORTRAN | MITOSIS.FOR
CONTRA Encuertra el contraste y ¢l numero de cambios | NADA INTEGER®2 POLNUM | nyebe ge existir el FORTRAN | MITSUB.FOR
. REAL®$ VAL,CPH.CPV
dentro de un contomo a partir del valor de REAL®4 CH,CV.CON contormno. Depende de 1
umbral VAL . T rutina OTSU. Usa varias
POLNUM contomo funciones y variables de
VAL division entre clases de gris (OTSU) BIOCOM y MATROX
CPH cambios por pixel horizontales debajo (LIGDEB, ROWR)
det nivel de gris VAL,
CPV cambios por pixel verticales debejo
del nivel de gris VAL,
CH cambios por lines horizontales debsjo
del nivel de gris VAL.
CV cambios por linex verticales debajo
del nivel de gris VAL.
CON contraste
CURSOR Auxilia al movimiento de cursor NADA INTEGER®2 ACT Dependiente de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
Usa MOUS
DESCON Revisa si algin contorno fue seleccionado NADA INTEGER®2 CONSEL Dependicnic de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2 FOR
CONSEL poreimténen la INTEGER®2 XSEL Usa MACTRF y otras
posiciéon XSEL.YSEL INTEGER®2 YSEL varishles
EJECUTA Rutina para seleccion de rutinas de gjecucion NADA VACIO Dependiente de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
de rutinas de! indice mitético Usa DECCOM y
ERREUR
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EROSI Erosiona los contornos reduciéndolos ciertas NADA INTEGER*2 CONSEL Debe existir el cotomo | FORTRAN | MITSUBFOR
. REAL®4 MARGEN
CONSEL contorno INTEGER®2 YSEL centro de gravedad. Usa
MARGEN reduccién del contorno varisbles de BIOCOM,
XSEL.YSEL centro del comtarno modifica a XPOINT y
YPOINT. I
FMODA Calcula la moda en gris de 1a pantalla. NADA INTEGER"2 VAL Dependierte de BIOCOM | FORTRAN | MITSUB.FOR
VAL valor de 1a moda de gris y MATROX Usa
FINACQ e THISEN
FUNCIO Funcidn que aplica una funcién del tipo NADA REAL®4 FAC Dependiente dc BIOCOM | FORTRAN | MITSUB.FOR
2X* 0 aX7? 2 1as tablas (LUTS). INTEGER®2 TIP y MATROX. Usa
FAC valor dea POLYNO, TABRES y
TIP <4 => cuadratica otras variables.
TIP =4 =>cuarta
HISZON A partir del calculo del histograma de la NADA INTEGER®2 CONT.COMP | pyependierse de BIOCOM | FORTRAN | MITSUBLFOR
imagen calculs 1a diferencia de pendientes INTEGER"2 C0,C1,C2X | MATROX Usa
entre los scgmentos de recta CO-C1 y C1-C2 REAL®4 P1,P2 ZONZON, MGRAPH,
CONT cortomo LIGDEB, ROWR,
COMP valor de referencia para el porcentaje LIGFIN y otras variables
ocupado por los grises claros
CO0 punto inicial de s recta C0-C1
C1 punto final de la recta CO-CI e inicial &c la
rects C1-C2
C2 punto final de Ia recta C1-C2
X porcentaje ocupado por los grises claros
P! pendiente de 1a recta C0-C1
P2 pendierte de la rects C1-C2
INMORF Inicia Las tablas de Morfometria de BIOCOM NADA VACIO Dependiente de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
Usa INICON y otras
variables
MITCOM Rutina para seleccion de rutinas de MITOSIS NADA VACIO Dependiente del PROG FORTRAN | MITCOM FOR
de BIOOOM
OBJETIVOS Rutina para seleccion de rutinas de objetivos NADA VACIO Dependierte de BIOCOM | FORTRAN | MITCOM FOR

del microscopio

190




OTSU Realizs process para encontrar un valor de NADA INTEGER*2 POLNUM Dependicrte de BIOCOM | FORTRAN | MITSUBFOR
urnbral entre dos clases en un contomo. REAL*4 VAL y MATROX. Usa
POLNUM contomo BALTRA, INIBAL y
VAL valor que divide los niveles de gris del otras varisbles. Debe
contorno - cxistir el POLNUM
REGRES Funcion que regresa las LUT's a su estado original | NADA VACIO Dependiente de BIOCOM | FORTRAN | MITSUB.FOR
y MATROX Usa
LUTENT, LUTACQy
otras variables
TRAIN Rutina para seleccion de rutinas de entrenamiento | NADA VACIO Dependiente de BIOCOM. | FORTRAN | MITCOM2.FOR
del sisterna UsaDECCOM y
ERREUR
accion_mito funcion que realiza la operacion de mitosis. char FILE *mito Modifica al archivo C MITSUBC3.C
mito apuntador al archivo de verificacion, 0 stn error dato6 *dato NUCLEOS.REC pasado
normatmente NUCLEOS REC 1 error char *error como *mito, modifica
dato valores de nucloos y mitosis hallados *dato y crea un archivo
en la pantalla. Estructura. temporal.
error <> 0 i hubo error en la busqueda
= () no hubo error en [a busqueda
accion_otro funcion que realiza las funciones especificadasen | NADA char nombre{ | Modifica la variablc C MITSUBC4.C
un archivo amd. Liena el buffer PHYSBUF de PHYSBUF y
BIOCOM con nombre del archivo CMD POINTPHYS
actobj activa objetivos. Interfaz con FORTRAN NADA VACIO Necesita OBJETIVMIC | C- MITBASC0.C
' Modifica archivo
OVERLAP.PAR y a las
varisbles globales:
overlap_existe,
objetivo_definido,
Iim_enf g tim enf fy
facxy
act_porta actualira Jos valores del portacbjetos char VACIO sctualiza los valores dela | C MITSUBCS.C
0 sin arvor laminilla en revision por
1 error Ia rutine verify
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acttr funcion que sirve para activar un archivo de NADA VACIO Modifica MITBASCA.C
entrenamiento. Inserfaz con FORTRAN ENTRENAPAR, las
variabies entrens_existe,
enfrena_activo, estimul,
cromo_ab y cromo_cer.
actual_rata actualizacion del movimiento del raton char int *posx,*posy Modifica MITSUBC7.C
posx indica la posicion de inicio y final en x XSOURLYSOURL Usa
del raton CATEG y SOUPOS
posy indica la posicion de inicio y fiml en y
del raton.
adgjoy funcion que activa adquisicion continua al NADA VACIO Modifica el tipo de MITSUBC4.C
mover joystick. Interfaz con FORTRAN adquisicion. Funcion que
hace una revision
continua del controlador
MC2000
advertis Solamente letrero pars la rutina verify NADA int x0,y0,x1,y1 Pinta un letrero de las MITSUBCS.C
x0,y0 indican 1a esquina superior derecha del opciones de la funcion de
rectangulo de la pantalla donde se verificacion del archivo
pondra el letrero NUCLEOS.REC, verify.
x],yl indican |a esquina superior derecha del
rectangulo de 1a pantalla donde se
__pondra el letrero
ajusta_color valida el color que usa BIOCOM para el nt int color Depende de la estructura MITSUBC6.C
fondo de pantalls regresa el valor que Valor de 1s estructurs INDIGO de BIOCOM.
BIOCOM usa como | INDIGO{0][3] de BIOCOM
fondo.
arch actualiza las modificaciones en el archivo de char FILE *archivo Modifica ef archivo de MITSUBCS.C
verificacion archivo (NUCLEOS.REC). 0 sin error wverificacion
1 eror (NUCLEOS REC).
Actualiza las
modificaciones heches al
archivo de verificacion.
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asocia funcion que asocia portachietos de control NADA VACIO Modifica las variables MITSUBC4.C
COn SuS eXperimentos gobales ssociados] ] y
controles{ ] usando
num_portachy
aux_datos funcion pars ver carscleristicas NADA int option MITONLYC.C
avante gnindemn'popu: char char tipo Cambia ¢l valor de posact MITSUBCS.C
Lo an!l.m 0 sin error FILE *file al campo de file donde
2 mmitosis cerradas 1 emor long *posact encuentra un objeto tipo.
file & el archivo donde se mueve unsigned char *cambio Modifica cambio y
(NUCLEOS.REC) archivo
posact indics la posicion actua! del spuntador (NUCLEOS.REC). Se usa
de archivo. La actualiza al salir dertro de la rutina verify
cambio es una varisble usada para indicar si se exclusivamente.
debe cambiar de campo.
barpre funcion que tiene predefinido un barrido. NADA VACIO Modifica Ia variable MITBASCL.C
Imerfaz con FORTRAN global:
regionfnum _portaobj]
borra_rect funcion que borra un rectangulo de Is pantalla NADA i ima,x0,0,x1,y1 Borra un rectangulo de la MITSUBC7.C
pafica panatalla de imagen. Se
ima indica el plano imagen actual usa al seleccionar una
20,10 indican Is esquina superior derecha del mitosis sbierta, funcion
rectangulo elipee.
x1.y1 indican la esquina inferior izquicrda del
rectangulo )
busqueda funcion que revisa la existencis de algun long int intreg Usadas en defob; MITSUBC2.C
cbjetivo dertro del archivo objetiv.mic. >a0laposiciondel | FILE *arch
reg valor del objetivo objetivo dentro del
arch spuntador a la estructura de objetiv.mic. archivo objetiv.mic.
< 0 no esta definido.
cal Manda Is Instruccion de calibracion al char VACIO Requiere de! controlador MC2000.C
cortrolador MC2000. 0 sin ervor MC2000 y del puearto
1 aror seria] COM1
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calc_cont funcion que elije y calcula los parametros de scum cher *cambio Permite clegir y calcular en MITSUBC7.C
los contormos en ¢l entrenmmiento ntlaicld una pertalla los valores
cambio indica si se realizo algun calculo de Ix, I yndelos
cuerpos dentro de la ruting calc_cont parametros de los
lela 'y Ic indican ¢l namero de maciecs Nucleos, Mitosis Abbertas
etimulados, mitosis abiertas y cerradas y Cerradas. Se usa demtro
al entrar a cakc_cont. de ructr
calc_desvymed funcion que calcula desv estandar y media bajo | regresa una estructuna | flost sumax sumax2 Depende de mathh MITSUBCS.C
1a formula: del tipo dste2 que ntn
contienc la medis y is
desviacion estandar
(sumaxZ) (sumax)z
n n
donde sumax sumatoria de los elementos
sumax 2 sumatoria de los clementos’
»n_numero de elementos
calc_limite_enff funcion que calcula liite de movimiento para int int tipo Funcion experimental MITSUBC6.C
el enfoque fino Necesita del tigo de objetivo a limite de movimiento sobre los limites para el
ser usado pars calcular dicho limite para ¢l enfoque enfoque grueso. Usarls
fuera de este programe
no tiene sentido.
calc_limite_enfg funcion que calcula limite de movimientopara | It i tipo Funcion experimental MITSUBC6.C
¢l enfoque grueso. Necesita dei tipe de Limite de movimiento sobre Jos limites para e
objetivo 8 ser usado para calcular dicho limite parz el enfoque enfoque grueso. Usarla
foers de este programs
no tiene sentido.
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caicula_mov funcion que calculs el desplazamiento de los cher dato8 porciento Modifica s veces{ ] y a MITSUBC4.C
portachieton. 0 sin error coord objeto sabida
porciento indica 1s sobreposicion de las tomas 1 error, no hay dsto] veces{
eaxyey objetivo coord *salida
objeto ndica ¢l tamalio de la patallaen xey definido o la
pera el objetivo definido magnitud
veces guarda ¢l numero de desplazamientos del desplazamiento
en x e y permitidos en cada laminilla e
salida indica 18 magnitud del desplazamiento negativa.
enxey.
changes Funcion pars cambiar simbolos y cuenta en el char FILE *archivo Modifica alter y el MITSUBCS.C
archivo NUCLOES REC 0 sin error long posact archivo
archivo indica el apuntador del archivo de 1 error wnsigned char *alter (NUCLEOS.REC). Se usa
verificacion (NUCLEOS.REC). dentro de 1a rutina verify
posact indica ls posicion donde hars ios exclusivamente.
cambios dentro del archivo
alter se modifica 2 uno si hubo cambros ’
clreol rutina que borra una linea y NADA ny Depende del encabezado MITSUBC1.C
dosh de TC o MC.
clrscr Tutins que borra la pantalla con un color, NADA int color Usa variable globa! BUF1 MITSUBCL.C
¢IMACOU. Usa
MGRAPH, NMFACQ.
Detiene por un instante
la adquisicion continua
micritras calcula
cls_par rutine que borrs una ventans con ue color y NADA int x1,y1,x2,y2,color Depende del encabezado MITSUBCL.C
de coordenadas (x1,v1(x2v2) dosh de TC o MC.
conteo funcion que obtiene ¢l numero de nucieos 2 NADA VACIO Modifics Ia variable MITBASC3.C
contar. Interfaz con FORTRAN oum_sucisos
crea_rect funcion que cres un rectangulio en la pargalla NADA i ima x0,y0,x1,y1 Pinta un rectangulo en 1s MITSUBC?7.C
pafica panstaila de imagen
ima indica ¢l plano imagen actual segum ¢l movimiento del
0,0 indican s eaquine superior derecha del raion. Se usa al
x1.y! indican la caquina inferior iquierds del abierta, foncion elipee.
rectangulo
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cruces funcion gue pone cruces en ¢} plgno imagen NADA YACIO Usada en defobs < MITSUBCIC
cursori funcion que pints ¢! cursor en Is pantalls » NADA unsigned cher n Debe ser usade dertrode | C MITSUBCS.C
veces BIOCOM, depende de 1a
rutine CURS.
deflx8 funcion que define el barrido de un solo porta NADA VACIO Modifica I variable c MITBASC1.C
objetos para las 8 laminilles. Interfaz con global:
FORTRAN region{num _portaobj]
defind funcion que define un barrido independiente NADA VACIO Modifica a la variable c MITBASCI1.C
para cada porta objetos. global:
Inerfaz con FORTRAN . anilla]
defobj define objetivos. Interfaz con FORTRAN NADA VACIO Modifica al archivo c MITBASCO.C
OBJETIV.MIC
despx funcion que define desplazamiento en NADA VACIO Modifica DESPPARY | C MITBASC3.C
X Y Maximo movimiento ea x. Interfaz con variables maximo_y,
FORTRAN objetivo_existe,
objetivo_deinido y
offaet_lam
dim3 Activa lss mediciones en tres dimemsiones en char VACIO Requiere del controlador | C MC2000.C
¢l controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COMI
clipse funcion que valids el dibujo de un circulo que char char tipo Valida que I2 elipse no c MITSUBC7.C
encierra una mitosis 0 sin error intn sea un solo punto.
tipo indica un contomo que se desea este 1 exror short coatorno
dentro de |a elipse, 5i el contomo no esta nt *posx, *posy
dextro de s elipee In elipee 3¢ no 92 crea. float *rx.*ry
Un valor O evita esta opcion. i h %k
n ¢ anero de mitosis abiarta que se exta
encerrando en 1s elipee.
posx.posy posicion actual del raton
rx,ry radios en x ¢ y de Ia elipse
Ak indican el censtro de la elipae.
cllipse funcion que pinta uns elipse por medio de la NADA flost hicradx rady Pints una elipsc en el C MITSUBC7.C
funcion vec plano actual usando la
Ak indican ¢l centro de Is clipee fuacion VEC
radx.rody dicen ios radicsea x ¢ v
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encima funcion que define ¢l traslape de las tomas de NADA VACIO Modifica archivo MITBASC?.C
video. Interfaz con FORTRAN OVERLAP.PAR Y
variables overlap_existe y
overisp
enfoque enfoca el microacopio cher char tipo Modifica off zy off z1 MITSUBCS.C
tipo = 1 fmo 0 sin exror
tipo = 0 grueso 1 ervor al enfocar
ensena funcion que solo ensefia 1a posicion de las NADA VACIO Usa la variable global MITBASC7C
platinas. Interfaz con FORTRAN overlap
entero funcion que regresa un caracter dentro de fos int VACIO Universal MITSUBC4.C
numeros digitales desde el teclado funcion que regresa un Usa gerch().
caracter dentro de los
numeros digitales
desde el teclado
€spera_resp funcion que espera una tecla para iniciar una char my Espera hasta que el MITSUBC4.C
nueva pantalla para un entrenamiento nuevo. regresa la tecla usuario oprima la tecla Q,
y linea donde se pintara ¢l mensaje de cspera oprimids I 0 el boton 1zq del raton
(usa CLIC).
figura funcion que pinta un porta objetos en la NADA mixy Pinta !a figura de un MITSUBC4.C
pantalla char tipo,num portacbjctos en la
i indica el numero del portaobjetos pantalla usando caracteres
x.y la esquina desde dondes se dibuja ASCIL Usa gotoxy
tipo el tipo de laminilia:
C control
E experimento
L libre
num ¢l numero de asociacion, & quien esta
ssociado
findnext funcion que busca Ia siguiente laminilla = VACIO Modifica Ia variable MITSUBC2.C
2 analizar usando la rutina leecnd <0 nohayotra congroles{ | cuando posce
Iaminills. valoresentre 1 y 8
>=() sigiente pesasl
Llaminills

197




findnextcontrol funcion que busca el siguiente control s revisar | imt VACIO Modifica la varisble C MITSUBC2.C
<0 no hay otra controles{ ] cusndo posce
Lamirn]la control. valor 67 pass 8 99
>=0 siguierte
laminilla control I )
findnextexpasoc funcion que buscs el siguiente experimento - i control Modifica la varisbles C MITSUBC2.C
asociado a control <0 nohayotra globales asociados] ] y
Iaminilla experimento controles{ }
asociada al control.
>=( siguiente
taminills asociada al
control
findnextlibre funcion que busca el siguiente portaobjetos it VACIC Modifica la variable C MITSUBC2.C
libre <0 no hay otra globel corgroles cuando
laminills libre. posee valor 76 pesa 101
>=0 siguicrte
Larminilla libre
find_umbral funcion que encuentra el umbral de una int VACIO Usada dentro de seg new. | € MITSUBCS.C
nagen regresa el valor de Modifica HISBUF
umbral optimo por
metodo de OTSU de
dos cizses
fino enfoque fino. Interfaz con FORTRAN NADA VACIO Modifica Ias variables C MITBASC3.C
_giobales off 2y off 21
gotoxy rutina para colocar el cursor en alguna NADA nxy Usa encabezado dosh C MITSUBCI1.C
scion x.v de 1a pantalla
graf_sel Rutina para seloccionar un archivo de char char *name Mutperecidaalarutimm | C MITSUBC9.C
entrenamiento REC para la verificacion. 0 sin ervor char *exito actr
Ingerfaz con el raton. 1 error
*name sera ¢l nombre del archivo
scleccionado
*gxito brinda informacion sobre si hubo
seleccidn o no.
grueso enfoque grueso. Inserfaz con FORTRAN NADA VACIO Modifics las variablcs C MITBASC3.C
gobales off zy off 21
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habil_joy Habilita el uso del joystick en el controlador char VACIO Requiere del controlador \1C2000.C
MC2000 0 sin aror MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
habil_x Habilita ¢l movimiento en X en ¢l char VACIO Requiere del comtrolador MC2000.C
controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
I ervor serial COM1
habil y Habilita el movimiento en Y en ! char VACIO Requiere del controlador \C2000.C
controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error seyial COMI
habil_z Habilita el movimiento en Z en el controtador char VACIO Requiere del controlsdor \(C2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
ump_porta imprime el valor del portaobjetos char VACIO Emprime los valares del MITSUBCS8.C
@ sin exror portachjetos en revision
1 error actual por la rutine verify
imprime_train furcion que imprime los valores del NADA VACIO Usada en aux_datos MITSUBC2.C
entrenamiento sctual
inactiva_xy Inhibe ¢l movimiento en X e Y en ¢l controlador | clmr VACIO Requiere del comrolador MC2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 exror serial COM1
incuer informa el numero de cuerpos & contar. NADA VACIO Usa la varisble MITBASC3.C
Interfaz con FORTRAN num_nucleos
in_elips funcion que valida si un punto esta dentro los char flost hi sy, xy Verifica si un punto x.y MITSUBC?7.C
Limites de una elipae 0 sin error esta dertro Jos limites de
h k indican e centro de 1s elipae I error uns elipse con parametros
rx,ry redios en x ¢ y de 1a elipse xyxryhk
x.v_coordenadas del punto a validar
infir informa ¢l entrenamiento que esta activo. NADA VACIO Usa varisbles de BIOOOM MITBASC3.C
Interfaz con FORTRAN y antrens_activo
inhib_jov Inhibe ef uso del joystick en el controtador char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y del puarto
1 exror serial COM1
inhid x Inhibe ¢l movimicnto en X en ol controlador char VACIO Roquicre del comtrolador MC2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
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inhib_y Inhibe el movimiento en Y e el controlador char VACIO Requiere de{ controlador MC2000.C
MC2000 0 sn error MC2000 y del puerto
levor ______jeerial COMI _
inhib_z Inkibe ¢l movimiento en Z en el controlador char VACIO Roquiere del controlador MC2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y det puerto
1 error serial COM1
inhiz Inhibe ! g Z en el controlador MC2000 char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
pera las rutinas de medicion y calibracion. 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
inicia Interfaz pera inicislizar Las pistinas. NADA VACIO Requicre de las rutinas del INIMITC.C
Interfaz con FORTRAN controlador MC2000
inicia_limites funcion que inicia las variables globales est, NADA VACIO Depende de la existencia MITSUBCS.C
cr_sb y cr_cer usadas en el reconocumiento de las varisbles globales
del indice mitotico. est, cr_sby cr_cer umadas
en ¢l reconocimiento del
ini_contl Formuls pars ls obtencion del contraste en Iz - int inicio, incr;plano Uss encabezado dos h MITSUBC:.C
pantalis. regresa ¢l valor del
imicio es 1z posicion de la primers lnez & contraste en dicha
TCstress. ‘ partalla
incr indica las siguientes Lineas sl muestrear
en forms de incremento desde inicio.
plamo hace referencia al plano de Ia
MATROX a muestresr.
ini_puerto inicializa el puerto seric COM2 char VACIO Requiere de dosh y del MC2000.C
con 4800,28,1 0 sin erTor puerto serial COM1
1 error
ins_arch inserta nodos, usados para 1s impresion de un char char nombre] | Es ad boc para usarse MITSUBCS.C
menu (en pargalls) de archives disponibles, 0 s error FILE ®arch dentro de la rutina acttr.
e archivo temporal. 1 error, problemas de | unsigned char *posx,®posy | Sin embargo puede ser
mombre nombre del archive dispealble escritura en el wsada pera la creacion de
arch spantador al archivo temporal. archivo arch No menus. Calkula las
posx Ia posicion X del letrero aombre sobre la pudo crearse posiciones de los archivos
pantalla ¢l mevo nodo. SENT en s pantalla

posy la posicion Y del letrero nombre sobre la
pargalls.
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ins_del funcion para insertar un nodo en una char tong int pos Lista que contienc las MITSUBCS.C
estructura ligade del tipo nod_redo con 0 sin aror posiciones que seran
spurtadores idel, adel v del 1 error borradas dei srchivo de
pos inxlics |a posicion que sers borrada del wverificacion. Modifica
archivo idel, adei y del. Uso
exclusivo en rutine verify
inserta inserta nodos en una lista flinea! doblemente char char nombre{ ] Es ad hoc pars usarse MITSUBCS.C
ligada usada pars ia impresion de un menu, en 0 sin error node **ap,**ini, **fin dentro de Ia rutina acttr.
pamtalla, de archivos disponibies en el 1 error, yano hay unsigned char *posx,®pasy | Sin embargo puede ser
directorio actusl. memoria disponible. usada para s crescion d¢
nombre nombre del archivo &sponible No pudo crearse el menus. Calculs 1as
ap apuntador movil sobre Ia lista nuevo nodo. posiciones de los archivos
ini spurtador que marca el inicio de Ia lists S ENT en la pantalls.
Sin spuntador que marcs el fin de s lista
posx 1a posicion X del letrero nombre sobee 12
pergalla
posy la posicion Y de! letrero nombre sobre 12
pantalls.
ins_ins funcion para insertar un nodo en una Char floateca Lists que contienc Jos datos MITSUBCS.C
estructura ligada de! tipo nod_redo con 0 sin ervor a ser insertados dentro del
apuntadores iins, ains y ins i error archivo de verificacion.
« numero de sucleos estimvlados Modifica fins, ains ¢ ins.
¢ muameTo de mitosis cerradas Uso exclusivo en rutine
‘a numero de mitosis abiertas venify
ins_pila ioerta nodos en una pila ligada char nod_pila **ap,**fin Guarda los parametros de MITSUBC7.C
ap es ¢l apuntador movil de la pils ligada 0 sin error m x0,y0,rx.ry una elipse en cade nodo.
fin apurgador que marca e fin de la pila ligada 1 error unsigned char num Se usa al seleccionsr una
x0,y0 indican ¢l centro de la elipec mitosis abierta.
rxryindicanel ndioenxey

mum indica en mumero de clipse que se guardo
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ins_redo funcion para insertar un nodo en una char charn Lista que contiene Jos MITSUBCS.C
estructura ligada del tipo nod_redo con 0 sin esvor flosteca datos de cucrpos ballados
spuntadores iresul, aresul y resu! 1 avor en cada laminilla Usada
¢ numero de nucleos estimulados en loc_porta. Modifica
¢ numero de mitosis cerradas iresul, aresul y resul. Se
a numero de mitosis abiertas usa exclusivamentc en
ntina verify
leecmd funcion que ejecuta ¢l barrido y ejecuta NADA VACIO Modifics las variables MITBASC2.C
comandos de un archivo amnd. Interfaz con gobales BAN1 y
FORTRAN LOGBUF
lee_num funcion que valida entrada de numeros char® umsigned inicio C estandar MC2000.C
inicio da la posicion tnicial para comenzar Regresa una cadena | char cadema] | Independiente
a feer v tam el tamaito de 1a cadena con 30i0 umeTos unsigned tam
lee_pona Jee portachjetos antes de empezar char VACIO Modifica a iresul, aresul y MITSUBCS.C
la comprobacion del archivo de verificacion 0 sin error resul. Uso exclusivo en
(NUCLEOS.REC) 1 error rutina verifv
letrero_nuetr pinta el letrero de un nuevo entrenamento. NADA int le,lac Usada encak_cont y MITSUBC2.C
le mumnero de nucleos en nuetr
a numero de mitosis abiertas
Ic numero de mitosis cerradas
limpia_pantalla Timpia partalla para ¢l nucvo entrenamiento NADA short actual Modifica CATEG] ]. MITSUBCS.C
actual indica el contorno seleccionado int categ La estrucura ligada
careg 1a nucva categoria para dicho contorno nod_pila **ap.** fin nod_pila controla las
ap se usa pans cambiar categorias de mitosis elipees que encierran a las
fin se usa para cambiar categorias de nutosis
abiertss
mayus hace la conversion s meyusculas char char car Requiere de 1a funcion MC2000.C
St car es uma letra geach() parz DOS
entonoss Ia regresa
como meyuscula. De
offa maner regresa
car.
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mide_gris funcion para obtener el nivel de gris y su Seat it Xy, ey hk Usa fanciones de Ia MITSUBC2.C
desviacion estandar en wna area circular de la regresa la modia de flost *dev MATROX directamente.
pentalla. P de um region fg_pixr
Xy centro del circulo. eliptica.
rx.ry radios mayor y menor de Ia elipse.
h k desplazamicnso del centro de La elipse con
respecto al origen del plano.
dev posee ¢l valor de Ia desviscion estandar
&l!i\'elﬁg? =L
mit funcion que realiza ¢l barrido y obtiene el NADA VACIO Modifica al archivo MITBASC2.C
indice mitotico. Imerfaz con FORTRAN NUCLEOS.REC, necesita
Ias varisbles globales
entrens_cxiste,
overlap_existe, region{ ],
num_portaoby,
ssociados{ | controles]].
mitcmd funcion que ejecuta el barrido,gjecuts NADA VACIO Modifica las variables MITBASC2.C
comandos de un erchivo cmd y obtiene el globales AC, BAN2 y
indioe mitotico. Interfaz con FORTRAN LOGBUF. Modifica el
archivo NUCLEOS REC
y ecesita las variables
globales entrena_existe,
overlap_existe, region[],
oum b
ssociados] ], controles{].
modo_host Pone en modo host al controlador MC2000 char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
0 sin exror MC2000 y del puerto
1 error serial COMI
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mucve_pobj funcion que mueve los portacbietos pars uso o i ban*i.%,%k Usa variables region{ } y MITSUBCA4.C
de CMD's segun desplazamienso. Oscmoviosinaror | flost *factorx veces{ }.
i representa ¢l numero de laminills en 1a que 1 hubo error al Bloat *factory,arig Modifica variable off_z
s mueve. moverse nt mit Mdifica ij k factorx y
J ¢ paso en el gje y de las platines char afo factory
k ¢l pmo en el ¢je x de las paltinas
Jfactorx represenia el senttido y la magritud del
desplazamiento en x
Jactory represerta ¢ sentido v la magnitud del
dewplazameerto en 'y
orig indica si &3 ¢l primer campo
0 no lo es=> realizz enfoque
1 si o & => no realiza enfoque
mii indica si es procese de indice matotico
= 1 habilita enfoque junto con afo
afo ndica que debe enfocar fino cada vez que
se mucve. Al cambiar de laminills enfoca
muevexyz funcion que manda comando de movimiento char float x, ¥,z Requiere del controlador MC2000.C
&"" 0 sin error int tipo MC2000 y del puerto
Q————absolutas 1 efror serial COM1
| ———relistivas
Espera 3 que terminen de moverse pars salir
nuetr Crea un nuevo entrenansiento. Interfar con NADA VACIO Crea un nucvo archivo MITBASCS.C
FORTRAN ¢ ENT. Modifica
ENTRENA.PAR, lss
variables entrens_existe,
cngrens_activo, estimul,
cromo_sb y cromo_cer.
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numbioc funcion pars leer los mameros del menu de char int sum Modifica Is variable C MITBASCT.C
BIOCOM. 0 es ssmero char *tipo ghobal LOGBUF
mom indics ¢l mersaje a desplegar 1 no es mamero long *ni
tipo=1 => real flost *af
tipo =0 =>emero
ni valor entero
nf valor real
numpor funcion que obtiene ¢f numero de portaobjetos a | NADA VACIO Modifica ia varisble C MITBASCL.C
usar. Interfaz con FORTRAN giobal num_portachi
mover funcion que mueve las platines 2 una posicion NADA VACIO Mueve Ias plstinas a una C MITBASC7.C
x.v.z. Imerfaz con FORTRAN posicion X.v.2.
obt_pos funcion que obtienc las coordenadas Xy y z char coord3 *res Requiere del controlador | C MC2000.C
segun ¢l valor de la variable dim, Ia cualindica | O sinerror MC2000 y del puerto
el numero de dimensiones a oltener 1 error serial COM1
only funcion temporal pare ¢l reconocimiento de NADA VACIO Usa encabezado dosh c MITONLYC.C
patrones de la pantalls actual. Interfaz con
FORTRAN
ordenl Genena el orden de busqueda para las laminillss | cher VACIO Modifica 3 Is variable c MITSUBC4.C
en Ia rutina leecrnd 0 sin error global controles{]
1 error
oversh funcion que ensefia el valor de traslape de las NADA VACIO Usa ntines MESSA yals | C MITBASC7.C
tomas de video. Interfaz con FORTRAN varisbie oversh
parte funcion de afilado provisional. Interfaz con NADA VACIO Modifica los Ia tabla de C MITBASC7.C
FORTRAN contornos, afins la
. Provisional
percen funcion que obtiene ¢l poromtaje minimo pars NADA VACIO Modifica varisble giobal | C MITBASC7.C
cada control. Interfaz con FORTRAN jporcent
pone funcion pars isertar simbolos en la cuenta del char FILE *archivo Modifica alter y o C MITSUBC8.C
archivo de verificacion (NUCLEOS.REC) 0 sin error long posact archivo
archivo adica ¢l apuntador del archivo de 1 aror unsigned char ®aker (NUCLEOS REC). Se usa
verificacion (NUCLEOS REC). dentro de 1a rutine verify
posact indica la posicion doade hara los exclusivamente.
cambios dentro de! archivo
alter se modifica 8 uno s hubo inserciones
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porl00 funcion que cambia el valor del porcentaje en NADA VACIO Modifica srchivo MITBASC3.C
y. Irserfaz con FORTRAN DESP.PAR y varisbles
global porcy y minimo_y.
Usa barpre.
quita funcion para quitar simbolos en la cuents del char FILE ®archivo Modifica alter y el MITSUBCS.C
archivo de verificacion (NUCLEOS.REC) 0 sin error long posact archivo
archivo indics ¢l apuntador del archivo de 1 ervor unsigned char ®alker (NUCLEOS REC). Sc usa
verificacion (NUCLEOS .REC). dentro de la rutina verify
posact indica la posicion donde hara los exclusivamente.
cambios dentro del archivo
alter se modifica a uno si hubo inserciones
recCromosomasAbicrios | funcion que reconoce los cromosomas char FILE ®arch Usada en accion_mito y MITSUBC3.C
abiertos. 0 sin error long posn en only.
arch spuntador a archivo temporal que 1 error int *dato Usa variables globales
sirve para almacenar los nucleos int *modi cr_cer,cr sbyest.
hallados en una pantalla.
dato contiene el pumero de mitosis abiertas
halladas
mod;i valor real de las mitosis cerradas. Las
mitosis cerradas son revisadas de mievo
en esta rutina.
posn contiene 1a posicion de arch desde Ia
cual comienzan los nucleos y las
mitosis cerradas.
recCromosomasCerrados | funcion que reconoce los cromosomas char int *no Usada en accion_mito y MITSUBC3.C
cerrados. 0 sin error FILE ®arch en only.
no indica un contomno no existante (Marco) 1 exror int *dsto Usa varisbles globales
arch apurgador s archivo temporal que char ®error cr_cer,cr_ sbyest
sirve para almacenar los sucleos
hallados en uns pantaila.
dato contiene ¢} mamero de mitosis cerradas
hallades
error <> 0 si hubo error en la segmentacion
=0 10 hubo ervor en |a segmentacion
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recNuclesEstimulados | fuscion que reconoce todos jos sucieos char it mo Usada en accion_mito y MITSUBC3.C
estimulados y algunas mitosis cerradas. 0 sin arror FILE *arch emonly.
no indica un contormno no exislete {Marco) 1 avor it *dato Usa varisbies globales
arch spurtador a archivo temporal que int *dston e cox,cr_sbyest
sirve para almacenar los nuclecs long ®pomn
hallados en una pantalla
dato contiene el numeso de mucleos haflados
daton contiene el numero de mitosis cerradas
hallados
posn posicion del archivo arch desde donde
s grabaron los actusles resultados de
partalla.
retira retira todos los nodos de s lista lineal NADA node **ap,**ini,**fin Debe ser usada pars MITSUBCS.C
doblemente ligada usada pars la impresion de liberar memoria despues
un menu, en pantalla, de archivos disponibles. de usar 1s lista lineal
ap spuntador movil sobre la lista doblemente ligada creada
ini apuntador que marca el micio de la lista por inscrta.
'n apuntador que marcs e fin de s lista
m Manda instruccion de medicion de limites al char VACIO Requicre del controlador MC2000.C
controlador MC2000 0 sin etror MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
segmenta segments objetos en ls pantalla bajo un valor char int umbral Usa MGRAPH, MITSUBCS.C
de gris wmbral . 0 segmeto sin eor SUPERM2, SUPERM,
1 exvor al realizar ls LITPOS. Modifica
segmentacion SEUIL, SEULLS, YPAS,
NPLAN, NCOU Puede
ser usada siempre que sc
quicra segmentar.
Scg_new foncion que segmenta, inicislizando siempre - zf;;m Modifica s DENS y las MITSUBCS.C
Las tablas de BIOCOM para los contornos. regresa el vakor al - . tablas de comtornos.
cual segmento ' Depeade de:
INICON
FINACQ
MESSA
sagacria
find wnbral
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selftest Manda la Instruccion de auto prucba al char int *con Requiere del controlador MC2000.C
congrolador MC2000. 0 sin exror i *axis MC2000 y del puerto
1 aror ocon < ( error del serial COM1
comtrolador
axis >Oarowrenla
medicion de los ejes
setjoyvel Ajusts Is velocidad del joystick del char VACIO Requiere del controtador MC2000.C
controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM |
setlimit inicia los limites de barrido char coord3 *ap Requiere del controlador MC2000.C
0 sm exror MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
setpos000 Indica la posicion de origen del controlador char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
setvel_fast Pone en velocidad alta a los motores del char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
controiador MC2000 0 sin esvor MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
setvel_slow Pone en velocidad baja 2 los motores del char VACIO Requiere del controlador MC2000.C
controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
sharpl Primer metodo de afinamiento de Ia imagen NADA VACIO Usa la funcion fg_shi de MITSUBCS.C
MATROX
sharp2 Segundo metodo de afinamierso de Ia imagen NADA VACIO Usa la funcion fg_sh2 de MITSUBCS.C
MATROX
tran_palabra tranamite una cadena de Caracteres por puerto char cher *palabra Requiere de dosh y del MC2000.C
serie 0 sin error puerto serial COM1
1 error
unit Pone las unidades de modids en mm en o char VACIO Reguiere del controlador MC2000.C
controlador MC2000 0 sin error MC2000 y del puerto
1 error serial COM1
valores_portaob) funcion que sirve para imprimir valores de los NADA it o Ussds en MITSUBC2.C
nucieos estimulados ¢, las mitosis abiertas o y flost eac _forwsn mit
mitosis cerrades ¢ en cade HER08 AUM. forwran mitcmd
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valores_toma funcion que sirve para imprimir valores delos | NADA flost cac Usada en accion_mito MITSUBC2C
nucleos estmulados ¢, las mitosis absertas a y
- _ mitosss cerrades ¢ en cada toma - —
vec_asoc actualiza el vector de asociados| |. NADA it control,asoc Modifica MITSUBCA.C
control indica e control asociados{control]
asoc indica ¢l expenirnento asociado :eguudvdadeuoc
verify funcion que comprucba 1a uhima ejecuciondel | NADA VACIO Usa y modifica el archivo MITBASC6.C
indice mitotico. Interfaz con FORTRAN NUCLEOS.REC por
medio de pone, quita,
changes v arch _update
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Apéndice D

Diccionario de Variables y Constantes.



Estructuras Globales

Nombre Componentes Tipo
est arca, dgris,forina,cph Estructura bounds
cr_ab dgris,arca,cph,cpv,ch,cv, Estructura bounds
porc.pp Estructura bounds
cr_cer arca,ngris,dgris,porc,cph, | Estructura bounds
cpv,ch,cv dif Estructura bounds
coord X,y Realces de 4 bytes
puntos p00,pl | Estructura coord
coord3 X,¥,Z Realcs de 4 bytes
nodo_obj tipo Entcro de 2 bytes
pixel Estructura coord
marca Caracter
datol X,y Entcro de 2 bytes
dato2 prom,desvi Reales de 4 bytes
dato3 arca,forma,dgris.cph Estructura dato2
dato_ab arca,dgris,cph,cpv,ch,cv, Estructura dato2
porc.pp Estructura dato2
dato_ccr arca, ngris,dgris,cph,cpv,ch, |Esiructura dato2
cv,porc dif
node liga_der liga_izq Apuntadorces a Estructura node
posx,posy Caracter sin signo
nombre][13] Cadcna dc caraceres sin signo
dato4 posX, posy Caracter sin signo
nombre}13] Cadcna dc caracteres sin signo
dato5 suma,sum_sqr Rcal dc 4 bytes
datos_prom arca,forma,dgris,cph Estructura dato5
intn Entero de 2 bytes
datos_prom0; arca,ngris,dgris,cph,cpv Estructura dato$
ch,cv,porc,dif Eslructura datoS
int n Entcro de 2 bytcs
datos_proml arca,dgris,cph,cpv,ch,cv Estructura dato$
porc,pp Estructura dato5
n Entcro de 2 bytcs
acum cslim Estructura datos_prom
cromo_ccer Estructura datos_prom0
cromo_ab Estructura datos_proml
dato6 cstim,cromo_ab Rcal dc 4 bytcs
cromo_ccr
bounds min,max Real dec 4 bytcs
dato? mar Caractcer sin signo
X,y Rcal dec 4 bytcs
ap,up Caracler
dato8 marca Entcro de 2 bytes
Xy Real de 4 bytes
nod_pila liga Apuntador a cstructura nod_pila
x0,y0,rx,ry Entcro dc 2 bytes
n Caracter sin signo
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Variables Globales:

Variable Tipo Tamafo { Proposito Valor inicial
entrcna_activo Cadcna[13] 1 byte | Verifica si hay un entrenamicnto Scgun
aclivo lectura
offsct_lam Rcal 4 bytes | Conticne cl 9881.26
off_z Rcal 4 bytes | Conticnc la posicion actual del 0.0
controladorcn z
off_z] Real 4 bytes | Contienc la posicion actual del 0.0
controlador cn 7
maximo_y Rcal 4 bytes | Guarda la posicion maxima alcanzable | Segun
por las platinas en cl cjcy lectura
minimo_y Real 4 bytes | Guarda la posicion minima alcanzable | Segun
por las platinas cn el cjcy lectura
maximo_x Rcal 4 bytes | Guarda ¢l tamafio dcl barrido en X Scgun lectura
para todas las laminillas al tencrun
barrido predcfinido
desp_x Real 4 bytes | Guarda cl valor dcl desplazamicnto en | 113173.9024
X necesario para cambiar de laminilla
porcent Real 4 bytes | Guarda el valor dcl porcentaje minimo | PORCENTAJE
del indice mitotico
pantalla Real 4 bytes | Guarda ¢l numcro dc pantallas que lec | Sc inicia al
al calcular ¢! indice mitotico comenzar ¢l
calculo
porcy Real 4 bytes | Guarda ¢l porccntaje de muestreo de
lalaminillacn Y
BANI Entero 2 bytes | Bandera que habilita ¢l uso de 0
archivos CMD y ¢l movimiento dc las
platinas
BAN2 Entcro 2 bytes | Bandcra cue habilita ¢! uso de 0
archivos CMD, calculo del indice
mitotico y ¢l movimicnio de las
platinas
AC Entero 2 bytes | Bandera que habilita cl uso de 0
archivos CMD, calculo de! indice
mitolico y ¢l movimicnio dc las
platinas. Verifica si s¢ llevo a cabo cl
accon Entcro 2 bytes | Conticne el tipo de adquisicion 0
boton Entcro 2 bytes | Sirve para obtcner cl boton del raton | Cambia segun
cl boton del
raton
num_portaobj Entcro 2 bytes | Conticne cl numero dc laminillas a l
revisar
lim_cnf g Entcro 2 bytes | Limite de movimicntos del cjc Z al scgun objelivo
cnfocar gricso
lim_enf_f Enlcro 2 bytes | Limite dec movimicnto del cje Z al scgun objetivo
cnfocar fino
modo Enlcro 2 bytes | Copia imagen dc planos 2
modc Entero 2 bytes | Copia imap21 y grafico dc planos I
num_nucleos Entcro 4 bytes | Numicro de cucrpos a contar al 2000

calcular ¢l indicc mitotico
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asociados Cadcna sin signo 8 byles | Vector que indica que laminillas son | {0,0,0,0,0,0,0}
cxperimentos asociados a que
cxperimentos

controles Cadcna sin signo 8 bytes | Vector que indica que laminillas con | {69,69,69,69,69
controles ,69,69,69)

objctivo_existe | Caracter sin signo | 1 byte | Indica si esta definido algun objetivo | Segun lectura

objetivo_definido_| Caracter sin signo 1 bytc | Indica si cxiste objetivo Segun lectura

entrena_existe Caracter sin signo | 1 byte | Indica si existe cntrenamicnto Segun lectura

ovcrlap cxiste | Caracter sin signo | | bytc | Indica si cxiste traslape de tomas Segun lectura

‘ ,_“I’.E Estructura coord3 Contendra la posicion x,y,2 Segun uso

facxy Estructura coord Conticne el tamafio dc la pantalla Segun lectura
segun objetivo clegido

veoes[8) Arrcglo de cstructura Conticne las veces que se barrcra la | Segun calculo

datol pantalla cn e y para cada laminilla

estimul Estructura datol Conticnc los valores dc los parametros | Segun lectura
para los nuclcos estimulados

cromo_ab Estructura dato_ab Conticnc los valores de los parametros | Segun lectura
para las mitosis abicrtas

cromo_cer Estructura dato_ccr Conticne los valores de los parametros | Segun lectura
para las mitosis cerradas

overlap Estructura dato8 Indica cl valor del traslapeenx c y {-1,0.0,0.0}
para cada toma y el objetivo definido

rcgion|8) Arrcglo de cstructura Conticne las coordcnadas sup. derecha | Scgun lectura

puntos ¢ inf. izquicrda del rectangulo de

barrido para cada laminilla

my Entcro corto 2 bytes ] Variablc a usar con MESSA ]

me Entcro corto 2 byles | Variable a usar con MESSA 1

nummens Entcro corto 2 bytes | Contendra cl numerode mensaje a Scgun uso
desplegar

plano2 Entcro corto 2bytes | Conticne cl valor para identificaral | PLANO2

____ |planonumerodosde laMATROX |
conscl Entcro corto 2 bytes _| Conicndra cl contorno clegido Scgun uso
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Variables Locales:

Variable Tipo Tamado | Propesito Archivo
reg Union REGS definida en Manejo de interrupciones § MC2000.C
bios.h del BIOS desde C
status Entero sin signo 2bytes |Recibeel estatusdelas | MC2000.C
funciones del bios.h
*resul Apuntador a estructura Apuntador movilde la | MITBASC6.C MITSUBCS.C
nod_redo lista de resultados de
cada laminilla
*aresul Apuntador a estructura Apuntador final de Ia MITBASC6.C,MITSUBCS.C
nod_redo lista de resultados de
cada laminilla
*iresul Apuntador a estructura Apuntador inicial de la | MITBASC6.C MITSUBCS.C
nod_redo lista de resultados de
cada laminilla
*ins Apuntador a estructura Apuntador movilde la | MITBASCS.C MITSUBCS.C
nod_red0 lista de inserciones al
archivo NUCLEOS.REC
*ains Apuntador a estnxtura Apuntador final de la MITBASCS.C,MITSUBCS.C
nod_red0 lista de inserciones al
archivo NUCLEOS.REC
*iins Apuntador a estructura Apuntador inicial dela | MITBASC6.C.MITSUBCS.C
nod_red0 lista de inserciones al
archivo NUCLEOS.REC
*del Apuntador a2 estructura Apuntador movil dela | MITBASCS.C MITSUBCS.C
nod_pil lista de bajas al archivo
NUCLEOS.REC
*adel Apuntador a estructura Apuntador final de la MITBASC6.C,MITSUBCS.C
nod_pil lista de bajas al archivo
NUCLEOS.REC
sidel Apuntador a estructura Apuntador final de 1a MITBASC6.C MITSUBCS.C
nod_pil lista de bajas al archivo
NUCLEOS.REC
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®*archivo Apuntador a estructura Manejo de Archivo de MITBASC6.CMITSUBCS.C
de archivo definida en control NUCLEOS.REC
stdio.h
dato6 pant Estructura dato6 Mancjo de valores de MITBASC6.C,MITSUBC8.C
Nucleos, Mitosis
cerradas y sbiertas en
cada pantalla
actual Entero 2bytes | Indica el portacbjetos MITBASC6.C MITSUBCS.C
que s revisa
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Constantes

Nombre Tipo

AREA MAX Real

ERR INF 0.98 Real

ERR SUP Real

INC C Real

MAX DESP POBJ X |Rcal

Pl Real

PORCENTAJE Real

REDUC Real

INC G Entcro
INC P Entcro
INICIO Entcro
LIM CR Entcro
LINEAS Entcro
MAXCONTROLES Entcro
ESQY Entcro
ESQX Entcro
DISTAN 7 Entcro
CoM2 | Entcro
DESP § Entcro
DESPX 20 Entcro
DESPY 20 Entcro
DIST PIX 100 Entcro
ABIERTOS 4 Entcro
OPENED 1| Entcro
CERRADOS 3 Entcro
GRANDES 1 Entcro
PEQUENOS 2 Entcro
NULO O Entcro
NEUTRO § Entcro
APROX POL 1 Enicro
MAX GRIS Entcro
MED Entcro
MEDIA Entcro
MOV Entcro
MOV G Enlcro
PAG Entcro
PLANO Enlcro
PLANO2 Entcro
PREC FLOAT 8 Entcro
RADIO NUG 4 Enicro
RADIO NUC 2 Enlcro
RADIO AB 1 Enlcro
RADIO CER | Enlcro
SIMBI Entcro
SIMB2 Enicro
SIMB6 Entcro
SIMB4 Entcro
SIMB3 Enlcro
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SIMBS

Entcro

TAB Entero
VECES Entero
XMIN SCREEN Enlcro
YVEN! SCREEN Entcro
YVEN SCR Entero
ARCHIVO DESP Cadena
ARCHIVO OBJ Cadcna
ARCHIVO PAR Cadena
ARCHIVO OVER Cadena
NAME Cadcna
NAMEO Cadcna
NAME! Cadcna
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Constantes Locales

Nombre Tipo Archivo

SERIAL2 Hexadecimal MC2000.C

SERIALI Hcxadecimal MC2000.C

INT14 Hcxadecimal MC2000.C

BAUD 4800 Hexadecimal MC2000.C

BAUD 1200 Hexadecimal MC2000.C

TAM PAL Hexadecimal MC2000.C

NO PAR Hexadccimal MC2000.C

BIT STP Hexadecimal MC2000.C

DIST Entcro MITONLYC.C

DIST1 Entcro MITONLYC.C
DEMORA Real MITSUBC3

RAD X Entcro VERIFY.H,MITSUBC8.C
RAD Y Entcro VERIFY.HMITSUBCS.C
VIDEO Hcxadcecimal MITSUBCI.C

LX Entcro MITSUBCI.C

MAX IT Entcro MITSUBCI.C
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Apéndice E

Glosario



PDI
Pixeles

LUT
MC2000

Threshold
Thresholding

Procesamiento Digital de Iméagenes,

Pixels abreviacion de "Picture Elements” en ingles. Los bits en la posicion
(x,y) del buffer de pantalla que representan la infromacion de una imagen.
Look Up Table en ingles. Tablas de asignacion.

Sinonimo de MultiControl 2000. Controlador de las platinas y perilla de
enfoque para el microscopio.

Umbral.

Método para hallar un umbral para segmentar.
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Apéndice F

Interfaz C-FORTRAN



INTERFAZ FORTRAN-C
C

Para hacer una llamada de una rutina en FORTRAN desde C se declara lo siguiente:
extern tipo_de_retorno _fortran Nombre(Lista_argumentos),

Cuando se quiere crear una rutina en C que pueda ser llamada desde FORTRAN se define

en el archivo en lenguaje C como sigue:
tipo_de_retorno _fortran Nombre(Lista_argumentos)

FORTRAN

Para hacer una llamada de una rutina en C desde FORTRAN se declara lo siguiente:

INTERFACE TO { tipo_de_retorno FUNCTION | SUBROUTINE } [C, ALIAS:'nombre_funcion_C')
pardmetros
END

donde _fortran, extern, FUNCTION, C, INTERFACE TO, SUBROUTINE, END y
ALIAS son palabras reservadas en Microsoft C y FORTRAN respectivamente.
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