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Resumen General

El estudio de la regeneracién neuronal requiere monittorear el crecimiento de fibras neuronales
durante varios dias con ayuda de un microscopio, de modo que no es posible que el investigador

pueda presenciar el proceso durante todo este periodo.

La solucidén que propongo consiste en adquirir imigenes sucesivas de células, es decir, adquirir
series con N numeros de mmigenes de un mismo campo visual a intervalos de tempo fijos, y
alternando diferentes caracteristicas de iluminacién y distancia focal. Todo esto con el fin de poder
generar videos del crecimiento v que permitan detectar y observar el crecimiento o retraccidon de las

fibras de las neuronas.

Utilizando software comercial se puede programar la obtencidn de mmagenes digitales. Se
desarrollé un programa para adquirir 1magenes del microscopio, de acuerdo a las necesidades del
experimento, defintendo variables como la duracién, las posiciones de la platina v los planos focales

de las imagenes.

Astmisto se puede controlar el tipo de iluminacidn, elegir filtros para iluminacién con luz

fluorescente o contraste diferencial v realizar procesamiento de las series de imagenes.
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Planeacidn y Objetivos Principales

Qbjetivo Principal

Automatizar el proceso de captura de series de umagenes de neuronas en regeneracion obtenidas
mediante un microscopio oOptico, y generar videos que permitan estudiar las dinamicas de
regeneracion de neuronas cultivadas. El sistema puede ser utilizado en otros fendmenos biolégicos

dinamicos, como el crecimiento de poblaciones bacterianas, tumorales, vegetales, etc.

Planeacion
El estudio de la regeneracién neuronal requiere monitorear el crecimiento de neuronas durante
varios dias con ayuda de un microscopio, de modo que no es posible que el investigador pueda

presenciar el crecimiento durante todo este periodo. Una alternativa es contar con un sistema

automatizado para llevar a cabo tomas peridédicas de umigenes.

El software Image Pro Plus 5.1 fue disefiado para el procesamiento y analisis de imagenes. Cuenta
con la opcidn de generar subprogramas que ayudan a simplificar algiin proceso iterativo con ayuda
de instrucciones del mismo programa v de Visual Basic. A partir de este sistema fue posible

desarrollar el sistema automatizado.

Método

Utilizando el software Image Pro Plus 5.1 se programé la obtencion de imagenes del microscopio
Optico a partir de una camara digital. M1 proyecto consistié en programar un sisterna donde las

imagenes que se adquieran estén de acuerdo con las necesidades del experimento, que son:
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V1.

Planeacion y Objetivos Principales

La duracion del expertmento definida por el investigador.

Eleccion de las posiciones de las imagenes de neuronas y el control automatico de la platina

del microscopio (planos x, y).

Eleccion de planos focales (eje Z) para obtener toda la informacién necesaria en tres

dimensiones

Tipo de Tluminacidn; que el imvestigador pueda elegir utilizar la lampara de luz visible y/o de

luz fluorescente.

Eleccién entre 4 tipos de filtros para iluminacidon con luz fluorescente.

Procesamiento de Imagenes utilizando integracion de imagenes, de manera que se pueda
reducir la tluminacidén para evitar ocasionar dafio a las neuronas. Restar el fondo, que no

contiene informacién aul.
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1 Introduccion

. . . .. * . a4 .
Algunos accidentes dejan a miles de personas con alguna lesiéon medular, que ocasionan paralisis
de diversos grados. La mayoria de estas lesiones no tienen una solucién médica debido a que el

sistema nervioso central no tiene la capacidad de regenerar sus axones después de una lesion.

Sin embargo, diferentes equipos de investigacion han intentado encontrar el medio de regenerar
los circuitos neuronales dafiados. Algunas de las posibles razones es que las células gliales’, unas
células auxiliares del sistemma neuronal, obstaculizan de alguna manera su regeneracion, o bien el
impedimento es de naturaleza bioquimica, ya que determinadas moléculas y proteinas sintetizadas

presentes en el entorno celular del sistema nervioso central inhiben el crectmiento neuronal.

Para estudiar la regeneracién neuronal, las neuronas de sanguijuela resultan de interés pues
mantienen sus capacidades atn en el sistema nervioso del animal adulto. Esta capacidad permite a su
vez, aislar las neuronas y estudiar su regeneracion en condiciones de cultivo. Se han realizado
experimentos con neuronas cultivadas en diferentes sustratos o sustancias de naturaleza proteica, que
juegan un papel importante en la regeneracidén neuronal, determinando el patrén de crecimiento y
arborizacion de las neuronas. El estudio de la regeneracion neuronal requiere monitorear la dinamica
de los fendmenos de crecimiento o retraccién de neuronas durante vartos dias con ayuda de un
microscopio para detectar la dindmica de los fendmenos. Al tener esta situacidn se observa que se

necesitan tener ciertos elementos los cuales ayuden a encaminar a la solucion del problema.

Al llegar al laboratorio del Dr. Fernandez de Miguel en el Instituto de Fisiologia Celular, encontré
que tienen un software Image Pro Plus version 5.1para adquirir v almacenar imagenes digatales. El
programa permite grabar, visualizar, cuantificar y procesar imagenes. Ademas permite, controlar por

medio de interfaces ciertos elementos que se encuentran unidos entre si.

* Lesidn medular es el dafio que se presenta en la médula espinal, que conduce a la pérdida de algunas funciones, movimientos y/o sensibilidad.
MNormalmente estas pérdidas se presentan por debajo del nivel de la lesidn.

T Las células gliales son fundamentales en el desarrollo de las redes neuronales su funcién es de guiar y controlar las migraciones neuronales en las
primeras fases de desarrollo asi como la regulacidn bioquimica del crecimiento y desarrollo de los axones y dendritas.
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Introduceién
La interfaz Stage-Pro es la que controla la platina de un microscopio y el plano focal por medio de
motores a pasos, de tal forma que se puede controlar la posicidn en los planos X, Y, y Z de la

imagen.

Mediante otra interfaz el software controla la camara de video, que por medio de sefiales e

instrucciones propias del programa, almacena imagenes o visualiza en tiempo real la imagen.

Y por ultimo, la Interfaz Minilab 1008 tiene ocho entradas analdgicas o cuatro entradas
diferenciales y cuatro salidas digitales. Esta se comunica con la computadora a través de un puerto

USB. El Image-Pro Plus reconoce a esta interfaz como Io-Pro.

Mi proyecto consistio en combinar la optica y la tecnologia digital para capturar series de unagenes
sucesivas de varias neuronas, es decir, N nimeros de imagenes de un mismo lugar a diferente tiempo
con diferentes caracteristicas de iluminacion y distancia focal en un microscopio, asi como controlar
la platina para estudiar varias neuronas en un sélo expertmento. Todo esto con el fin de detectar el

crecimiento de neuronas en cultivo bajo condiciones especiales.

Image Pro Plus esta disefiado bajo lenguaje de Visual Basic, y permite programar macros que
realicen las actrvidades que se necesite. Debido a que esta diseflado en Visual Basic (compilador de
datos) los macros reconocen las instrucciones y comandos propios del lenguaje, pero ademas cuenta
con otras instrucciones que permiten el procesamiento de las imagenes y el control de las sefiales a

las interfaces.

Con la ayuda del software se puede llevar a cabo la adquisicion de munagenes, con el Stage-Pro se
lleva el control sobre la platina y el plano focal del microscopio, con el lo-Pro permite el control del
envio v recibo de sefiales digitales, para poder controlar el encendido y apagado de las limparas de

luz (luz visible v luz fluorescente) v el control del movimiento del cambiador de filtros.
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2 Antecedentes

21 Micioscopia de Célunlas Nerviosas

El tejido nervioso humano se compone de neuronas y células de neuroglia. La unidad estructural y
funcional del tejido nervioso es la célula nerviosa o neurona. El tejido nervioso contiene 10 veces

mas células de neuroglia que neuronas.

Una neurona es una célula nerviosa. Estd formada por un cuerpo celular, que alberga su nucleo, y
prolongaciones citoplasmaticas que se extienden saliendo del cuerpo celular, a veces en largas
distancias. Por lo tanto, es imposible obtener un corte delgado de tejido nervioso para mostrar una
neurona completa, ya que en el mejor de los casos sélo quedarian en el plano de seccidn unas pocas
proyecciones, y en breve distancia. Para observar células nerviosas con sus prolongaciones hay que

utilizar cortes gruesos y técnicas especiales de impregnacion.

Las prolongaciones citoplasmaticas de las neuronas son de dos tipos. Las prolongaciones de un
tipo se llamas dendritas porque se ramifican como arboles. Cuando se estimula una den#rzta, produce
un impulso eléctrico que va hacia el cuerpo celular. Desde el cuerpo celular, el impulso nervioso se
aleja por un tipo diferente de prolongacidn denominado axdn. Sélo hay un axén por cada cuerpo
celular y lo abandona como un hilo que nace en una zona denominada como axénico. Sin embargo, a
lo largo de su trayecto puede dar ramas que se denomunan colaterales. Por este motivo, un cuerpo

celular nervioso puede mandar impulsos a mas de un punto.

Cuando se estimula el extremo de una denfrife un 1mpulso nervioso pasa rapidamente desde la zona
de estimulacion a lo largo de la dentizfa hacia el cuerpo celular donde se forma el potencial de accién

que viaja por el axdn hacia las terminales.

Las neuronas pueden ser unipolares, bipolares o multipolares. Una neurona unipolar sélo tiene una
prolongacién que es un axdn. Las neuronas bipolares tienen dos prolongaciones, una dentiita y un
axon. Este tipo es importante en el ser humano, son el tipo que conduce impulsos, por ejemplo, de la
ptel hacia el intenior del cuerpo. Las neuronas multipolares constituyen el tipo mas frecuente en el
humano. Los cuerpos celulares de éstas se hallan casi todos en la medula espinal y en el encéfalo. La

mutipolaridad depende de que estas células tengan varias dentritas.
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22 Microscopio

Existen ahora muchos tipos y mas importantes microscopios, COMOo IMICTOSCOPIos compuestos,

binoculares, polarizadores, de fluorescencia, de fases, de interferencia y muchos mas.

Un microscopio es un dispositivo basado en lentes dpticas. Su funcidn principal es ampliar la
imagen del objetivo. Mediante un sistema de lentes v fuentes de iluminacion se puede observar la
umagen que se encuentra en el objetivo. La microscopia se basa total o parcialmente en la refraccion

o desviactéon de la luz wisible para formar una mmagen aumentada. Un microscopio Optico lo

constituyen diferentes partes, estas se pueden agrupar en tres categorias:

221 Opticas

1. Un sistema dptico esta constitudo principalmente por lentes que amplian la imagen. Las lentes
son un medio transparente que produce refraccidn de la luz, por lo general esta hecho de

cristal.

1. Objetivo es la lente que esta mas cerca del objeto que debe observarse. Suministra la primera

etapa del aumento.

1. Ocular es el conjunto o la lente mas proxima al ojo, brinda la segunda etapa de aumento.

222 Iluminacion

1. Lalampara de luz envia rayos luminosos a través de la muestra al tubo del microscopio.

1. El condensador es una lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacién.

1. El diatragma es el que regula la cantidad de luz que entra al condensador.
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223 Mecanicas

1. Laplatina es una base plana donde se colocan las preparaciones a observar en el microscopio.

. Los tornillos de ajuste accionan engranes que suben y bajan el tubo para enfocar el
microscopio. Existen dos tornillos macrométrico para ajuste grueso y otro mas pequeilo, el

micromeétrico de ajuste fino.

Los microscopios compuestos se utilizan para estudiar especimenes delgados, puesto que su

profundidad de campo es muy limitada
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23 L FErorescente

En las dltimas décadas nuevas técnicas Opticas de estudio en la biologia han iniciado un
renacimiento en el campo de la microscopia, como los microscopios confocales, decovolucion,
reflexion total mterna y aplicaciones como usar proteinas fluorescentes. Todas estas técnicas
aprovechan el uso de la fluorescencia, un fendmeno descubierto por George Gabriel Stokes en 1853

y descrito por Alexander Jabloski en 1953.

Una de las ventajas del uso de las técnicas de estudio con fluorescencia es que no requiere
perturbar externamente el sistema, sino que se analizan las fluctuaciones de la sefial fluorescente de

esta forma es posible detectar y cuantificar compuestos a partir de la emision de luz fluorescente.

El uso de las técnicas de fluorescencia ayuda a responder preguntas especificas de biologia o de las
ciencias de materiales y permite visualizar el resultado a partir de la emision en un color especifico.
Una ventaja esencial de la microscopia fluorescencia es la presencia de moléculas fluorescentes por st

Mismas.

Las moléculas fluorescentes en un area especifica indican su localizacion por la emision de luz de
color especifico. Por ello actiian como indicadores v requieren de energia para emitir luz. Esta es
dada al fluoro-cromo’ por la excitacién de luz, proveniente de la fuente de luz del microscopio. Fs

necesario un rango especifico de la longitud de onda para excitar a un fluoro-cromo especifico.

Cada tluoro-cromo tiene su espectro caracteristico de excitacidén y de emision. Los microscopios
equipados con una ldmpara adecuada y filtros permiten inducir y visualizar esta fluorescencia. Hay
dos opciones para usar un microscopio de fluorescencia, un espécunen que contenga en si mismo

moléculas fluorescentes o fluoro-cromos especificos que se agregan al espécimen.

Los fluoro-cromos pueden ser divididos en tres grupos. Los primeros estin acoplados a otras
moléculas como anticuerpos. Al unirse la fluorescencia es un indicador indirecto de localizacion y

estructura. La mayoria de estos fluoro-cromos se utilizan para encontrar una molécula especifica.

 Los fluoro-cromos son maléculas quimicas que absorben luz a una determinada longitud de onda y emiten a otra diferente
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Estos fluoro-cromos son capaces de ser excitados por longitudes de onda superiores al rango azul

y las emisiones de color son diferentes dependiendo principalmente de su tamafio.

El segundo grupo contiene fluoro-cromos que cambian sus propiedades de fluorescencia cuando
estan en contacto con otros atomos o moléculas como las que se unen al calcio. Esto significa que
estos fluoro-cromos son usados directamente y no requieren necesaramente un sisterma de

transportacion como un anticuerpo.

El tercer grupo contiene proteinas fluorescentes producidas por los mismos organismos. Su uso
mas frecuente es para la proyeccion de imagenes de células vivas en desarrollo o en la biologia
molecular. Estos fluoro-cromos muestran distintas propiedades espectrales y pueden ser usadas en

conjunto para un analisis multicolor.

Para inducir la fluorescencia de un fluoro-cromo, se necesita una fuente de luz intensa cuyas

longitudes de onda exciten al fluoro-cromo cuando esta en uso.

Las células vivas muchas veces pueden ser dafladas por la intensidad de luz debido a que imnduce la
formacién de radicales libres, por ello el brillo y el tiempo de exposicidon deben ser precisos. La
cantidad de luz puede ser reducida con filtro de densidad neutral o por un obturador motorizado. En
cualquier tiempo que la luz no sea requerida el obturador debe estar cerrado. Estos parametros

pueden ser predefinidos en microscopios motorizados y ayudan a optimizar experimentos.

231 Lamparas de Luz Fluorescente

El sulfuro de cinc emite luz de color amarillo al ser excitado con luz azul ultravioleta o rayos X. El
cianuro de bario brilla al color azul. Al mezclarse estos dos materiales, se obtiene una fluorescencia
que se aproxima a la luz blanca. Este principio se emplea en las lamparas fluorescentes; un tubo de
vidrio se reviste interiormente con una mezcla de sustancias llamadas fosforos, que emiten gran

cantidad de longitudes de onda cuando son excitados.
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El efecto del conjunto de estas longitudes de onda sobre el ojo es simnilar al de la luz blanca. El
tubo se llena con vapor de mercurio a baja presidn que, cuando es excitado por una descarga de alto
voltaje, 1rradia intensamente en el violeta y el ultravioleta, radiaciones que producen fluorescencia

visible en el revestimiento.

232  Microscopio de Fluorescencia

Se pueden examinar cortes que contienen substancias fluorescentes naturales, o substancias que se
han hecho fluorescentes con fines experimentales. Se emplea un tipo cornente de microscopio
provisto de una fuente de luz ultravioleta y de un condensador de campo oscuro. El microscopio a
diferencia de un microscopio ultravioleta, no necesita objetivos especiales de cuarzo o de otros tipos,
ni oculares especiales que transmitan la luz ultravioleta, pues se busca la fluorescencia segin la luz
visible emitida por determinadas zonas del corte y, por lo tanto, la luz wisible de las zonas

fluorescentes es transmitida por los objetivos y oculares ordinarios.

En consecuencia, la fuente luminosa utilizada ha de emuitir luz que su longitud de onda sea la del
espectro de absorcidon del compuesto. Puede ser de tipo ultravioleta o wisible. Cualquier luz que emita

longitud de onda mayor que la ultravioleta debe filtrarse para eliminarse.
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2.4 Procesarmizento de Imdgenes

El procesamiento de mmagenes es el término usado para denominar las operaciones desarrolladas
sobre un conjunto de datos de unagen para mejorarlas de alguna forma, para ayudar a su

interpretacion o para extraer algin tipo de mformacion util de ella.

El proceso de digitalizacion transforma datos analogicos continuos en datos digitales discretos, es
decir, un nimero finito de valores enteros es usado para representar todos los valores de los datos

originales y continuos.

Una imagen digital es guardada como un conjunto de pixeles, cada uno de los cuales tiene un valor
que permite su manipulacidn por parte de una computadora. La digitalizacion de una imagen deja los

datos con un formato adecuado para su manipulacidn usando funciones matematicas.

Los métodos de mejoramiento de umagen estan disefiados para ayudar a extraer e interpretar la
informacidn pictografica. Esto se logra enfatizando algunas caracteristicas de interés de la mmagen.

Algunos de estos procesos son los siguientes:

1. Mejoramiento del Contraste

Este es un proceso que acentia la mtensidad relativa de los elemento de la imagen. Esto se puede

lograr por una serie de aproximaciones, dependiendo de las necesidades de una tarea en particular,

por ejemplo:

1. Modificacion lineal: y=ax+bh

2. Modificacion logaritmica: y=b *log(ax) + ¢
3. Modificacion exponencial: y=b*exp (ax) + ¢
4. Moditicacidn no lineal: y=1t(x)
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Donde x representa el valor de un elemento en la imagen, y es el valor moditicado, y a, b, ¢, son
constantes. Bl resultado del mejoramiento del contraste es una umagen en la cual las diferencias mas
pequeflas entre tonos de gris son enfatizadas y por lo tanto son mas faciles de distinguir por el ojo

humane.

1. Deteccién de borde

Es un método en el cual se cambian los valores de intensidad en una imagen digital para mejorar
la deteccidn de caracteristicas de borde en la imagen. Es muy Gtil en la deteccion de las caracteristicas
lineales como fuentes (calidos y frios). Es llevado a cabo por filtros matematicos de paso alto, los que

enfatizan los detalles en una imagen.

Una de las técnicas mas usadas es aplicar a la imagen un factor de filtrado, siendo la mas comunes
la de 3 x 3. Esta transformacion o filtrado se coloca sobre un pixel en particular y se calcula su nuevo
valor dependiendo de la funcidn elegida para el filtro, utilizando los valores de los vecinos del valor

elegido.
1it. Mejoramiento de color
El ojo humano puede discriminar sélo 200 a 300 tonos de gris, bajo un nivel de adaptacion a la
luz. Bajo las mismas condiciones de luz, puede discriminar un ntmero mucho mayor de colores, por
lo que el uso de color provee un aumento en la cantidad de informacidn que puede ser percibida.
v, Suavizado
Tiene por objeto atenuar los contrastes especiales presentes en la 1magen. Se trata de asemejar el
valor de cada pixel con el de sus vecinos, reduciendo la varabilidad espacial de 1a escena o mmagen.

Este tipo de filtro permite restaurar los errores aleatorios que pueden presentarse en los nimeros

digitales de la imagen, fruto de un defecto de la adquusicidn o recepcidn de los datos.
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3 Dispositivos para el Andlisis de Imdgenes

34 Image Pro Phus

Image-Pro Plus es un software de anahisis cientifico de wnagenes usado panapalmente para
capturar ¥ procesar imagenes digitales. Este software es muy versaul, ya que puede admimistrar y

controlar herramientas para la captura y procesamiento de imagenes.
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Fig. L. Image Pro Plus,
Software de Andlisis de Imigenss
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Las principales herramientas de Image-Pro Plus son:

311 Stage Pro

Este dispositivo es una herramienta incorporada al Image Pro Plus y sirve para controlar el

movimiento de la platina del microscopio. El Stage Pro trabaja sobre un drea de viage o drea de
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trabajo la cual es configurada por el usuano. Con esta herramienta es posible llevar el control sobre el

desplazamiento de la platina para observar las neuronas que existen en el plato de cultvo.

112 Io Pra

Este dispositivo es también una herramienta dentro del software de [mage Pro Plus. Permite
controlar un generador de senales digitales y analogas. Con estas seniales se pueden controlar el

encendido y apagado de las limparas y del intercambiador de filtros.

32 Camarg Dprtal

Una camara de wvideo digital es un dispositivo electrdmico usado para capturar y almacenar
fotografias electronicamente en un formato digtal, en lugar de utilizar peliculas totogrificas como las
cimaras convencionales, o imdgenes grabadas en cinta magnética usando un formate analégieo como

muchas camaras de video,

Las camaras digntales compactas modernas generalmente son multifuncionales v contienen algunos

dispositivos capaces de grabar somdo y/o video ademas de fotogratins. Actualmente se venden mas

camaras fotograficas digitales que camaras con pelicula de 35 mm. 1

33 Argus- 10

El Argus — 10 es un dispositivo externo al Image Pro, es un procesador de imagenes con el cual se
mejora la imagen notablemente. El procesador trabaja con un mimero de imdgenes capturadas en
tuempo real, ¥ con estas undgenes desarrolla una imagen que se manda o muestra en la computadora,
Esta nueva imagen es mds nitida, sin el nudo que muestra la lente del objetivo, mds limpia y con

mayor intensidad de luz.
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34 Mewilal 1008

Este dispositivo es un mumcontrolador por USB de senales de entrada y sahida tanto digatales o
analégas. Este disposiive es muy versatil ya que las entradas analogas son diferenciales lo que ayuda
a tener menor rudo de la senal que se vaya a medir y con un rango de entrada de +/- 20 V y con un
muestrec continuo de hasta 1.2 k muestras/sepundo. Ademas cuenta con 4 salidas digntales de 5V
cada una. Estas salidas se conectan a las entradas de los controladores de las lamparas. En la bgum 4

se puede observar el dispositivo.

Fig. . Minil AR 1003

Tarjeta de envio § ;'Jq..:.':-':-‘,!'. de datos

Este dispositive fue creado en el laboratonio por el ingeniero Bruno Méndez y ¢l bidlogo Javier
Vargas para mantener encendida la lampara de luz durante un lapso de tiempo dehnido por el
usuano, ademas envia una senal simulando que se dio un chic con el Mouse del procesador Argus 10,
con ¢l fin de que cuando se encienda la lampara se habulite la opaén elegmda en el meni del

procesador Argus 10 y procese las imagenes necesanas.
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36 [ufercamibiador de iltros

Este dispositivo se esta desarrollando para cambiar o elegar uno de los 4 filtros posibles cuando se
utiliza luz fluorescente, con el fin de poder determinar los diferentes fluoro cromos que se

encuentren en la preparacion.

Con ayuda de todos estos elementos desarrollé un programa llamado Neurovision el cual captura

inagenes de vanas neuronas en un lapso de tempo con ayuda de todas las herramientas antenores.
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4+ Configuracion previa a la ejecucion del programa

Para ejecutar el programa de captura de imagenes es necesaria una configuracién especial de
hardware y de sottware ya que se basa en la informacién que se envia y se recibe principalmente de

dos dispositivos que ayudan a tomar las imagenes para formar los videos.

Deben de estar conectados a la computadora los dispositivos externos en cierto orden para poder
detectar las 1imagenes que se producen en el microscopio. Estos elementos en nuestro caso son
principalmente la camara digital, los controladores de encendido y apagado de las lamparas de luz, los

procesadores de mmagenes y dos dispositivos propios del Image Pro, el Stage-Pro y el lo-Pro.

R Sentido (0,1) » "
Encendido o Apagado (0,11 QM/

Seflal Digiml
Instrucciones al Lo
Io-Pro

Sefial Digital
(,0

Seflal
— (Encendide Obturador
/Apagado)

Controlader dela Abierto /

Cerrado

Lampara deLuz
Fluorescente

Lampara de Luz
Fluorescente

Lampara de Luz
Visible

Centrolador de la

Liémpara de Luz Visuble Apagado)

Computadora
Sentido,
Imagen Encendido o Apagado
Integrada
Lnagen . .. Lnagen
\_.‘7 Digtat Gimara Dlgml Andlogica
Instrucciones al
Stage Pro

Platina del

Sefiales para
Stage Pro Mover ala Platina iy X
£ Microscopio

Fig. 3. Diagrama de conexiones del los diferentes dispositivos (Hardware)

Las conexiones que se muestran en el diagrama son generales. Las sefiales digitales que salen de
lo-Pro dependen principalmente de st se va a utilizar la ldmpara de luz visible o fluorescente y de

otros tipos de decisiones que se mencionan mas adelante.

La sefial se envia desde la camara digital a la computadora. Para que se observe la imagen en la
computadora debe hacer una instruccién en el Image Pro. No es necesario que se muestre la imagen
para poder guardarla. Esto es de mucha ayuda ya que los procesos pueden incluir vanas imagenes v

se necesita que el tiempo que utilice para guardarlas sea lo mas corto posible.
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Los controladores de encendido y apagado$ de las lamparas de luz tienen la opcidn de usarse de
forma manual o mediante la computadora. El uso manual es mediante un mterruptor que controla el

encendido o apagado de la lampara.

El controlador computarizado funciona con una sefial digital. Un valor 1ogico 1gual a uno permute
el paso de corriente a las lamparas y con un cero logico las apaga. Ademas cuando se enciende
cualquier lampara manda una sefial al procesador de imagenes Argus-10 que stmula que se dio un clic
al botdn 1zquierdo al raton del procesador de wimagenes. Esto se usa para iniciar la integracion de la

imagen que se esta viendo en el microscopio en ese momento.

El control del encendido y apagado de las lamparas y el procesador de imagenes se realiza con el
dispositivo Io-Pro. El Io-Pro se controla desde el Stage-Pro y es capaz de capturar y generar de
sefiales digitales o analogicas y se utiliza principalmente para generar la sefial digital que es enviada a

los controladores de las lamparas.

La camara digital puede estar conectada directamente a la computadora y la unagen puede ser
observada directamente en el Image-Pro, pero antes es enviada al procesador Argus-10. Este permite

integrar tmagenes de alta calidad y tiene procesos para dar mejora a las imigenes de bajo contraste.

El Stage-Pro controla los motores que mueven a la platina por medio del puerto LPT1. Con él
podemos controlar la posicidon de la platina en los ejes X, Y, Z, de esta forma se podrd enfocar

cualquier imagen dentro del area de trabajo.
Para la configuracidn de software, el primer dispositivo que hay que configurar es el Stage-Pro que

controla el movimiento de la platina El segundo es el IO-Pro que controla el encendido y apagado de

la lamparas.
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41 Confrouracion del Sitage-Pro

Este dispositivo controla el Area de Viaje o Area de Trabajo del movimiento de la platina. Es
necesario configurarlo para que el programa obtenga las coordenadas de las imagenes que se desean
capturar. Es necesario que se guarden valores como la referencia dentro del programa. A

continuacion se resumen los pasos de programacion y configuracion del dispositivo.

1. El Image Pro Plus tiene opciones de configuracion en la barra de menis. En el ment llamado

“Acquire”, se encuentra el comando de ment llamado “Stage-Pro...”.

#3 Image-Fro Plus
Flle Edit |

Sequehce Enhance Process Measure Macra Window Help

Viden/Digital Capture.
LCapture Options

Scan.
Select Scanner..,
Scan Options.

Import Pluging...
10-Fro..

Fig. 4. Menu acquire
Para elegir Stage-Pro para su configuracidn.

2. La ventana espera a que se defina la nueva drea de trabajo, entre otras cosas. El programa esta
diseflado para controlar un area cuadrada de 40 mm X 40 mm mucho mayor que el tamafio de un
plato de cultive que tipicamente es de 3 cm de diametro. St se necesita aumentar el area de trabajo es

necesario cambiar algunos valores dentro de la programacion.

Area of Travel

— Determine New Area of Travel

™ Use jopstick to set drea of Travel by comers
(Origity of Scan Area will be et to center of Area of

Trawel Stage will then mowe to rigin of Scan Area.)
= Uze physical limits of stage

[Stage will move to all end switches. Origin of Scan
Area will be set o center of Area of Travel. Stage will
then move to Onigin of Scan Alea.]

% Jse cument position as center of Area of Travel
Limits of Arza of Travel wil be et to +¢-
I2U mim it 24 ahd |2D T in 7

from cumrent stage pozitioh

[Origin of Scan Area wil be set ta current stage
paesition, Stage will not mawe, )

Fig. 5. Area de viaje
Opcidn en la seccion de Area de Viaje *Area Travel*
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3. En el microscopio la lente debe estar sobre el centro del plato de cultivo para que se cubra la

mayor area posible.

4. En el Image Pro se elige la tercera opcion (Usar posicién actual como centro de Area de Viaje -
“Use current position as center of Area of Travel®”) y poner como limites 20mm en el eje X y
20mm en el eje Y. Con estos parametros quedara configurado el Stage-Pro. La posicion en que se

encuentre la platina en esos momentos se toma como el origen v configura el area de trabajo

2t 20

Z0mm P

{ 30rmim
\
AN

A
\
)
/

N~

Fig. 6. Area de trabajo
El circulo representa un plato de cultivo de aproximadamente 3cm y
si se toma el centro de esta como origen, el area de trabajo se representa en el cuadrado

42 Configuracion del lo-Pro

El Io-Pro puede controlar un generador de sefiales digitales. Con estas sefiales se pueden controlar
el encendido v apagado de las lamparas de luz visible y de luz de fluorescencia, el sentido y el
encendido del Intercambiador de filtros. Es necesario configurar dos salidas de hasta cuatro salidas

de sefiales digitales. A continuacion se resume los pasos para esta configuracion.
1. En la barra de menis del Image Pro hay un ment llamado “Acquire”. Al activar este menu se

encontrara el Comando de Ment llamado “I1O-Pro...”. En este comando se encuentran las opciones

necesarias para controlar el IO-Pro.
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2. Hste comando abrird una ventana que espera que se defina la nueva configuracion de las
entradas y salidas del generador de sefiales (Minilab 1008). El programa de Neurovision esta disefiado

para que trabaje con las cuatro salidas de sefiales digitales.

La primera sefial digital (DIO0) es para controlar el encendido y apagado de la lampara de luz
visible. El primer puerto de salida que se indique debera corresponder con la conexion de la lampara

de luz visible al controlador.

Configure | Cunlmll

x

Boards: |miniAB 1008 | I Disatle
—analng lnputs Analog Outputs
I Differential inputs Setup... | Setup.

Range: [-2010 +20als zl | | Range: Jowsvale

— Digital 140 [check to uze az: output]
oo I ooz kA e Setup Inputs...
[~ D01 [ Dia3 i [~ | s Setup Dutputs...

I

[+ Open lastused configuration on startup

Open Configuration. . | Save Configuration. |

Fig. 7. 10 - Pro
Ventana para la Configuracién del Io-Pro
La siguiente sefial (DIO1) controla la apertura del obturador de la lampara de luz fluorescente, de
esta forma el segundo puerto debera corresponder con la conexion al controlador del obturador de la

lampara.

La tercera y cuarta sefial (DIO2, DIO3) se utiliza para controlar al intercambiador de filtros. Una
sefial activa y detiene el movimiento del intercambiador y el segundo controla el sentido o la

direccién del filtro, es decir, hacia delante o atris.
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Sefial Digiral
1,0

Liarrpara de
Luz Mable

Liarrpara de
Luz Hluecrescente

Sefial Digiral
1,0

ntercambiador de
Filtros

Sefiales
Jigitales

Fig. 8. Diagrama de seifiales del dispositivo IO-Pro

En la ventana solo se debe indicar que salidas seran utilizadas DIOO, DIO1, DIO2, DIO3 y que
para nuestro caso son todas las disponubles o bien utilizar el archivo con la configuracién guardada.

Para hacer esto hay que elegir la opcidén “Abrir configuracion - Open Configuration...”

Esta opcion mostrara una ventana donde se esperara a que se elya el archivo que contiene la
configuracion de lo puertos que se usaran, este archivo se encuentra en la carpeta de C:\Documents

and Settings, el archivo tiene el nombre de pulso_TTL.iop.

0-Po T
Configue } Cantrl |
Boards | miniL AR 1005 x| I Disable
Analog Inputs Analog Outputs
[ Ditterertialinputs Setup.. Setup..
Range: |-20to +20 Yalts - Range:
Digital I/0 [check to use as output]
[ Dion v o2 r - lluplipih -
v DIO1 [ DIO % r r Setup Outputs.
v Open last-used configuration on startup
Open Configuration... Save Caonfiguration...

Fig. 9. Eleccién de salidas
Eleccién de puertos de salida del Io-Pro

Al elegir este archivo regresard a la ventana anterior. Y estaran elegidas todas las salidas (DIOO,
DIO1, DIOZ, DIO3) de la seccion de salidas y entradas digitales. Ademas se habra agregado una
pestafia mas llamada Control. Esta pantalla aparecera, si al abrir el Io-Pro se eligio desde la vez

anterior la opcion Open last-used configuration on startup, al elegir el comando del menu lo-Pro.

En caso de no utilizar el intercambiador de filtros se puede elegir de forma “manual” en que

puerto de salida se quiere utilizar cada envio de sefial a los controladores de las lamparas. Pero es
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importante que el puerto de salida para la sefial que se enviara al controlador de la lampara de luz
visible sea siempre menor que el puerto de salida de la sefial que se enwviara al controlador del
obturador. Esto es debido a que el software de Image-Pro definira como 0 al primer puerto de salida
que encuentre y sefial ndmero 1 al segundo puerto de salida y el programa tiene como sefial de salida
0 para controlar la lampara de luz visible y la sefial de la salida 1 para controlar la lampara de luz

fluocrescente.

Con estas conexiones y la configuracion de los dispositivos, el macro de Neurovision mandara las

mnstrucciones correctas para la captura de imagenes.
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5 Captura de Imagenes para formar un Video

El presente capitulo es la parte principal de rm proyecto de tesis. Para cumplir con uno de mus
objetivos es necesario que las imagenes cuenten con la mayor cantidad de informacién para facilitar
el analisis posterior. Empezaré por describir un expenmento el cual permita mostrar todo el
funcionamiento de mi1 programa. Por ejemplo, un expenimento el cual en el plato de cultivo contenga
3 neuronas. El expenimento durari 24 horas y se quiere que se adquiera una imagen de cada neurona
cada minuto y medio. La primera imagen solo se hara con luz visible, la segunda con luz fluorescente
y la tercera con ambos tipos de luz (visible seguida de fluorescente). Ademas se quiere que la tercera
neurona se filme a diferentes planos focales a distancias de lum del punto de origen. Al cumplirse

todos los puntos anteriores y regresar al ongen, se cumplira un ciclo.

Neurovision se desarrollo para que sea lo mas manejable y dul a las necesidades del laboratornio. El
programa guarda en archivos los valores de coordenadas y de las caracteristicas para la captura de

cada imagen. Esto permite ahorrar tempo s1 se necesita reiniciar el programa.

Se pueden elegir tantas coordenadas x, y, z como sea necesarias, y cada punto serd guardado con
sus respectivas caracteristicas: Nombre y Directorio del Archivo, Tipo de Tluminacién, Coordenadas

en X, Y, Z, Uso de Filtros y Desplazarmento automatico en el plano Z.

Cada imagen sera guardada con un poshyjo alfanumérico para poder identificarlas y ordenarlas. Por

ejemnplo: para la neurona niimero 1 le llamaremos ImagenA.

Nombre del Archivo | Tiempo de Adquisicidon
ImagenA_0000 00:00:00
ImagenA_0001 00:01:30
ImagenA_0002 00:03:00
ImagenA_0959 23:58:30
ImagenA_0960 24:00:00
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El proceso general de la captura de iméagenes es el siguiente.

1. Con el tiempo de adquisicion y la duracion del ciclo, determino el mimero de veces que

necesita repetir el programa para capturar cada imagen que se quiera.

Por ejemplo para el experimento el iempo de adquisicion serd de 24 horas y la duracién de ciclo de 1
minuto y 30 segundos. Considerando estos valores, el ciclo de adquisicion de las imagenes se debe

repetir 960 veces.

a. Se ehge el npo de luminacién dependiendo de las caracteristicas de cada wnagen. Se

manda una senal a la lampara correspondiente.

Para la Neurona 1 solo se enwviara la sefial a la lampara de luz wisible
Para la Neurona 2 solo se enviari la senal a la lampara de luz fluorescente
Para la Neurona 3 se enviara primero la seial a la lampara de luz visible y después a la lampara de

luz fluorescente.

b. Se hacen pausas para que el procesador de imagenes (Integrador) termine su proceso

de acuerdo con la duracidn del ciclo,

c. Se guarda la imagen en un archivo con las opciones del usuano.

2. Todala informacién del meni del Argus es recortada dejando solo la imagen biolégica.

3. Sise elige agregar el tiempo de adquisicion, lo agrega en la parte inferior de la imagen para

evitar pérdidas de informacion de la imagen.

Antes de que se inicie el programa para capturar las imagenes es necesano definir valores como
Tiempo de Adquisicion, Duracion de ciclo, si se desea agregar reloj a la imagen, tipo de Integracion,

y el nimero de las imdgenes que se quieran capturar.

Y
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Lapturar Imdgenes para formar Yideo EI

Fig. 10, Memi de opciones
Para la captura iméigenes para formar un video

51 Tiempo de Adguisicion
Se refiere a la duracion del experimento.

El Tiempo de Adquisicién es la duracion de todo el proceso, el tiempo que duraré la captura de

todas imagenes.

La Duracién del Ciclo es el iempo que habra entre la captura de una imagen y la sigmente de
cada neurona en la misma condicién. Este valor tiene que ser mayor al tiempo que tarda en tomar
todas las imagenes de cada célula y regresar al punto de partida. Este valor puede ser modificado
después, de forma automatica, s1 ¢l nimero de imagenes que se desean guardar tarda mas tiempo que

la duracion del ciclo.

Por ejemplo para el expenimento el tempo de adquisicion sera de 24 horas y la duracion de ciclo

de 1 minuto y 30 segundos.

: Thempo de Adaguiskcién y Duracitn del Clcke

Bl Tiempo de Adguisicién a2 ol tiempo qus dursid todo o precese.
12 Druracicn ol Ciclo e of tempo srtie cada imagen,

Tiepa Totdl de Adoursiciin
m FHoras y |'3' j" Mty
Diraci'n del Ciclo

[1 sy 130 2l cepcn
_Concel |

Fig. 11, Ventana para configurar el tiempo de adguisicion v duracion del ciclo
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Para guardar cada valor, se utiliza un archivo de datos que conserva los valores atin en la siguiente

ejecucion del programa, aunque se hubiera cerrado el Image Pro. En el archivo se guardan 4 valores:

a) Nimero de horas y nimero de minutos para el Tiempo de Adquisicion.

b) Nimero de Minutos y mimero de segundos para la Duracion del Ciclo.

Si el archivo no se encontrara se tomaran como valores principales los siguientes:

a) Tiempo de Adquisicion: 24 horas 0 minutos

b} Duracién de Ciclo: 1 minutos 30 segundos

El programa valida los valores que se capturan. Es decir s1 por ejemplo el tiempo de la duracion
del ciclo es mayor al tiempo de adquisicion no aceptara el valor hasta que se cornja, para ello genera

un mensaje.

El siguiente diagrama de flujo muestra el proceso para cambiar o establecer los valores de tiempo
de adquisicion o la duracion del ciclo. Se puede observar que aunque no exista el archivo con los
valores anteriores, siempre tendrd alpin valor. Ademads, aunque el usuario haya modificado los

valores, s1 no los quiere guardar, el archivo no sera modificado con lo cual se conservaran los valores

anteriores.,
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THoraAdg = THoraAdq * 360
TMinutoAdg = TMinutoAdg * 60
TMinutoCie = THMinutaCic * 60
Adquisicion = THorafdg+ T Minutofdg
Ciclo = TMmutoCic + TSegundoCic

oy
Fin: }
Ve a Video

Fig. 12. Diagrama de flujo del proceso para ohtener los valores de tiempo de adquisicidn y de la duracién del ciclo.

Donde:

Adquisicion es la duracion del expenimento en minutos, THoraAdg es el nimero de horas del valor
de la adquisicion y TMinutoAdq es el nimero de minutos del valor de la adquisicion.

Ciclo es el valor en segundos de la duracion del ciclo, ThMinutoCic es el niimero de muinutos del valor

de la duracién del ciclo y TSegundoCic es el mimero de segundos del valor de la duracion del ciclo.
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52 Agresar tiempo de Adguisicion a las Imdgenes

A cada imagen le corresponde un tiempo de adquisicion o de tiempo transcurnido desde el inicio
de la captura de las imagenes y la diferencia de tiempo entre cada imagen depende principalmente de

la duracidn de ciclo.

Esta opcion se usa s1 se quiere que se agregue el valor del tempo de adquisicion a las imagenes

capturadas. Este valor es el tempo que ha transcurndo desde el inicio de la captura de imagenes.

El texto se agﬂ-:gﬂrﬁ en la IJﬂI"lL‘ mfenor de la imagt'n para que no oculte informacion relevante de
la imagcrn. Para ello se aumenta el tamano de la irnaggrn para que contenga este el valor. La fuente ¥y
tamano de texto son valores constantes que se encuentran en la |}rt3grﬂmacié n. El li[:m de fuente es

Bookman Old Style con un tamano de 48 puntos.

00:00:00

Fig. 13, Ejemplo de muestra del tamaio del texto del tiempo de adquisicidn.

= Mosirar Thmpo de Adguivicion a L mégenes ﬁ=

™ P ops tpeece adgusrain a b indgerasy
Irncaan il By chl heweps e isckquecadn i b ey

= =

Aoopla Loresln |

Fig. 14, Ventana para configurar el tiempo transcurrido en el proceso

En esta opcion también se indica el nimero de imagen con el cual se iniciara el programa. El valor
inicial del cronometro puede ser modificado, cuando el mimero de la imagen sea mayor a cero. Esto

permite continuar con el expernimento usando los valores anteriores.
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s Mumeracin an las Tnadgenss

]

Iriciar Ia nimesaciin da |as imagenss an

[eeomts | Concew |

Fig. 15, Ventana para configurar el niimero inicial de las imdgenes,

Para guardar los valores de tiempo, se utihiza un archivo de datos. Este archivo conserva los
valores ain en la siguiente ejecucion del programa, aunque se hubiera cerrado el Image Pro. En el

archivo se gnardan 4 valores:

a) Eleccion de agregar reloj a las imagenes.
b) Hora Inicial
c) Minuto Inicial

d) Nimero de Imagen Inicial

De igual forma que en el caso de los tiempos de adquisicion, en esta seccidn se utiliza un archivo
de datos para guardar la eleccién y valor tiempo nicial, para poder utilizarlos en la siguiente ejecucion
del programa.

St el archivo no se encontrara por cualquier motive se tomarin como valores principales los

siguientes:

a) Eleccion de Agregar Reloj a las Imagenes: 0 no se agregara.
b) Hora Imcial: ) horas.
c) Minuto Inicial: O minutos

d) Nimero de Imagen Inicial: O

El texto con el tiempo indicado se agrega a la parte inferior de la imagen. El formato es estindar

para cualquier tipo de 1luminacién: fondo negro y letras en color blanco.

o e



Sisterna Computanzado para el Control d= la Adquisicién y Procesamientos de Imigenes Digitales de Microscopia en Colsbomeoién con los Organismes

|:AE-D:I[J de ]rrch At para Forrrme un Videes Flr_rci:u nermpa de ﬁ&qum-:wn a lan ]'rn:lgcru::

Fig. 16. Imagen original vs Imagen con indicacién del tiempo transcurrido

En el siguir:nter diagm.rnﬂ de ﬂujt:- se muestra todo el proceso para cambiar o establecer los valores

del reloj. Se puede observar que aunque no exista el archivo de datos, este siempre tendrd algin
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valor. Ademas aunque el usuario haya modificado los valores si no los quiere guardar, el archivo

conservara los valores antenores.

MumInicial T = 0

Fig. 17, Diagramsa de fMujo del proceso para reloj o cronomeiro
Para obtener los valoras de tempo del reloj o 2 eronoametrs v &l ndmers inicial de los imdgenes.
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53 Intepmdin

La integracion de una imagen tiene como resultado mejorar la relacion sefial ruido de una imagen,
Se necesita integrar las imagenes fluorescentes debido a que se fluminan con intensidades muy bajas
de excitacion para a evitar el blanqueo del colorante fluorescente y el dario a las neuronas por la

rachiacion.

El Image Pro tiene una aplicacion para este método, pero se tiene que encontrar los valores para

cada grupo de iméagenes.

Sin embargo, en el laboratonio existe un procesador de imagenes Argus 10, con este procesador se
mejora la imagen notablemente. El procesador trabaja con un niimero de imagenes capturadas en
tiempo real, y estas imagenes son enviadas a la computadora donde se muestra una wnagen con
menos ruido, mas limpia y con mayor intensidad de luz. Dependiendo del mimero de imagenes que

tomna para realizar la integracion, requiere un cierto tiempo de espera para que se guarde la imagen.

Integrackin de las Imbgenss =

. Salacesonn bl niméen dn mhgenas ous tema o préesasdnr da miganad oifou
SN0k prs P b irlegnacain

Salccitna C5n iBgractns + 6 nd 38 va & UblcHl Asts ectn.
Selaceitng « (Promadio con Imags Pre pars lrar ns pesmediads s 10
imdoenes. Al slegn e1ta oDcain 18 sleming un poco de mado de 18 imagen,

~Eage - 10 Sin Irlegacin
Iz % Inkmpacan I
B
¢ i o
&5
o " Proweds con brage Fio |

Fig. 18, Integracidn de las imigenes
Wentana Principal para elegic la opeidn de la Integracion de las Imdgenes

Asi que es necesario que se elija la opcidn correspondiente al mimero de integraciones del Argus
10 para determinar el tiempo de espera. El tiempo de espera fue contabilizado en el laboratorio:

Usando el procesador de imagenes Argus 10.
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i. Con 16 imagenes El tiempo de espera es de 1 segundo
. Con 32mmagenes  El tiempo de espera es de 2 segundos
m. Con 64 1migenes  El tiempo de espera es de 4 segundos
. Con'i08mbgeces  Bltempodsspenesde T sogundas
v. Con 256 imagenes  El tiempo de espera es de 11 segundos

vi. Con 512 magenes  El tiempo de espera es de 20 segundos

B = kL R dh B W B

o JIE Elll = 128 15‘1:' LE- ] ;-“a:li .l'l;ﬂ ny ¥ IUII e -IIIH Ifllﬂ 03 5lll
Imigenes

Plg. 10 Gukllon thiriapo e seperh pasa cal opcibin di liniegricion
1. Usando el integrador del Image Pro
1. Con 10mégenes El iempo de espera es de 1 segundo
1. También se puede elegir no utilizar ninguna de estas opciones, donde el

tiempo de espera es de un segundo para que permanezca la imagen estitica

mientras se capturan las imagenes.
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Fig. 26, Integracion con Image Pro
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Al 1gual que en los casos anteriores se utiiza un archwo para guardar la eleccion para poder
utilizarlos en la ejecucion del programa. En este caso solo guarda la opcién elegida. En el siquiente

diagrama de flujo se muestra los pasos que se siguen para la eleccion de alguna opeién.

Ve a Video

Fig. 25, Diagrama de fujo del proceso para obtener la opeion de integracion
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54 Posicrdn de fa fmdgem{f

En esta opcion se pueden guardar las coordenadas que definen la posicion de las neuronas en la

platina del microscopio.

x

Proscones Gusdadas

T R -| |t |
—
Elmina Tonbaz

~Imagan Pravix

Huwuhmﬁmh] Ot |imazan Py |
aceptar | Cancelar |

Fig. 20. Ventana principal para agregar las posiciones
con el Objetivo de Exploacitn

No se debe confundir este pasoc con la captura de las imagenes que si bien también se guarda la
posicion o coordenada, en esta opcion no se elijen las propiedades del archivo que se guarda al

capturar la imagen, m tampoco solicita al usuario definir un tipo de luminacién.

Este meni también tiene la utihidad de eliminar una o todas las posiciones guardadas, lo cual es aul

para los casos en que durante un experimento se requiere eliminar alguna de las células.

Para utihzar correctamente esta opcidn, es necesario que el Stage-Pro y el lo-Pro estén
configurados y encendidos. Si el Stage-Pro no esta configurado, el programa no podra guardar las
coordenadas. Si el lo-Pro no esta configurado, la imagen que muestra la posicion estard en color
negro, s1 se eligio la opcion controlada por la computadora en el controlador de la lampara de luz

visible.

El archivo que se utiiza en esta opcion para guardar las posiciones contiene principalmente 4
valores: el nombre de la posicion, y los valores de las coordenadas X, Y, 7, esto es por cada posicion
que se guarda. Al guardarse una nueva posicion se agrega al final del archvo. Asi cuando se necesita
leer el archivo se detecta cuales son los valores de cada posicién. Todas las posiciones estin

guardadas con respecto al ongen que se guardé al configurar el Stage Pro.

- gE e
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Cuando el programa termina de ejecutarse vuelve a la posicion de origen, esto es porque al cerrar
el Image Pro se pierde la posicion del ongen. Con este movimiento de la platina se puede recuperar

esta posicion y los valores de las coordenadas de las posiciones pueden ser utilizados con segunidad.

Namhre de la Posicidn 1 ___i.l

Mombee de L Pooscidn

o

Fig. 30. Nombre de la posicidn

k.
!

Agreper Noom Charer bs Pousdey e tedn lia
Ponigeon dlapds FPeacene
| |
k.
dumdar
Vilarn®

Fig. 31. Diagrama de Flujo del Proceso para obtener las Posiciones de las oflulas.
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En esta opcion se agregan las coordenadas de las iméagenes que se desean capturar, Se eligen las
caracteristicas de la imagen como nombre, ubicacién de archivo, tipo de iluminacién, uso de filtros y

uso de desplazamiento focal automatico.

La diferencia que existe con agregar la posicion es que en esta se guardan todas las caracteristicas
que desean que tenga la imagen, en eambio la posicion solo es para localizar o ubicar las neuronas ya
que se pueden guardar con el lente de 4X que proporciona una imagen mas amplia de todo el plato

de cultivo.

Fig. 32. Ventana par agregar imdgencs para la adguisicidn.

Esta opcion se divide en tres partes.
1. Posiciones
Muestra una lista de todas las posiciones que fueron guardadas. La lista muestra el nombre de la

posicion y las coordenadas. Si se desea enviar a la platina a esa posicion, basta con seleccionarla y dar

che en el botén “Mover”,

- j‘|l‘ -
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Esta opcion es muy il si se guardaron todas las coordenadas de las células con anteriondad, ya

que con ellas es mas ficil moverse de una célula a otra sin la necesidad de cambiar de objetivo.

Fig, 33, Seccion de Posiciones

1. Vista Previa

Con esta opcidn se puede observar la imagen del microscopio. La imagen se mostrard con luz
visible. Con esta opcion y con las posiciones guardadas ya no es necesario observar la imagen desde
el ocular del microscopio, ya que se puede observar la imagen desde el monitor de la computadora y

enfocar correctamente con el Joystick del Stage-Pro®.

WVista Prawin

_Ocuta |

Fig. . Seccidn para la Vista Previa

i, Adquisicion de Imagenes

En esta parte se agregan todas las coordenadas de las imdgenes que se desea capturar. En la lista
apareceran €l nombre de la imagen y a continuacion las coordenadas de las imagenes. Existen tres

opciones dentro de esta seccion: Agregar Imagen, Quitar Imagen y Propiedades.

1 Idgeres Apegadas 1
|Imegen2 (02555, 018905080) g [ Agega lmagen |
Frogedae [ owiimagen_ |

Fig. 35. Seccidn para la adquisicién de imigenes.

5 El Joystick del Stage Pro es una palanca que controla el movimiento de la platina, ademas que controla el movimiento
del micrémetro y macrdmetro del microscopio, de esta forma se puede tener cualquier puntoe o imagen en el eultive.
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En la opcion Agregar Imagen se darin todas las caracteristicas o propiedades del archivo que

contendri la wnagen. Las propiedades del archivo son:

1. Nombre del Archivo.

Es el nombre raiz de toda la secuencia de imagenes. Cuando se trate de una imagen en luz
fluorescente automaticamente se le agregara la palabra “_fluo”. Esto es para diferenciar entre las

indgenes de luz visible y fluorescente obtemidas de la misma neurona y que posiblemente tengan el

mismo nombre,

ii. Directorio de Almacenamiento.

Es la direccion donde se almacenarin las imagenes. Se desarrollo el programa de manera que si no
existe la carpeta, se crea automaticamente, cuando se este iniciando la captura de imagenes. Ademas

el programa toma como separador de carpeta los signos /7 y “\”,

nt. Lipo de [luminacién,

Se puede elegir utilizar la lampara de luz wisible o la de luz fluorescente. Cuando se utiliza la
lampara de luz fluorescente existen dos opciones mas: “Utilizar esta imagen”, que utiliza las mismas
coordenadas o posicidn, “Mover Foco”, que cambia el foco de forma automatica con respecto a la

imagen de luz visible -3.7pum. para ajustar la distancia focal

w. Filtros,

Se pueden elegir cual de los cuatro filtros disponibles se usarin cuando se use la lampara de luz

fluorescente, para que el programa de forma automatica haga el cambio entre filtros.

v. Desplazamiento en foco (Planc Z).

Se elegirain el nimero de inagenes que se quieran moviendo el foco (positve o negatvo),

eligiendo también la distancia entre cada imagen.
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Para utihzar la opcion “Quitar Imagen® es necesanio que se elija la imagen de la hista que contiene

todas las imagenes del proceso. Con esta opcidn se eliminan todas las propiedades del archivo y no

Fix g
se adquuriran las imagenes de ese punto en el proceso.

La opecidn “Propiedades™ muestra en una ventana todas las propiedades de cada imagen que se

desea grabar, como se puede ver en la figura 38. En esta opcion se pueden tener cambios de cada

opeion, es decir, se puede cambiar el nombre, la ubicacion, la posicién de la imagen, el upo de

tluminacién y desplazamiento focal.

5
Mesmboa:
Imageni
Mostar Nombses
'_i'u".. T
o
_ Combie |
[0.0.0] Hoatar (magen
Cambia
- II u l=
Luz Vbl Fhaorescente
ConCambiodefoca T on 1 2 Cambsr|
- Diszplazamisnto focsl (Flaro ) -
+10 Imégenes 20 Imdsgerecs Digtancia 1 um Carbia I
Aeaptar | Aein | Siens | Cancaln |

Fig. 36. Propiedades de las Imdgenes
En esta seccidn se podrdn observar y cambiar las caracteristicas de las imdgenes que se quieran capturar.

5.5.1

Cambios de las Propiedades de los Archivos

La seccion de “Propiedades” da una vista rapida de cada caracteristica de la platina que serin

guardadas en archivos de imagen.

1.  Nombre

En esta seccion existen dos opciones Cambiar Nombre y Mostrar.
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La primera opcion es “Cambiar Nombre” permite renombrar a la imagen que se quiere capturar.
Esta opcion aparece en la figura 38. En una ventana como la de la figura 39 se mostrard ¢l nombre

actual de la imagen y la opcion para escribir si se desea cambuar el nombre.

[ cormbio Nomiee Y
Mombee Ardenion
Imageni

Moo Husm

oo
Lo | concen |

Fig. 37. Ventana para cambiar nombre a una imagen
En egta geocitn se puede cambiar ¢l nombre a una imagen que se desea que se capture &n ¢l procesa
La segunda opcion es “Mostrar Imagenes Guardadas™ este botén se muestra en la figura 38, Esta
seccion muestra el mimero total y una lista de todos los nombres del ciclo. S se ehge alguno y se da

clic en aceptar, el programa mostrara las propiedades de ese archivo al regresar a la ventana antenor.

[ rsaeres dodne ST

2lmdgers: Gusededar
Mombee de Ly Imagen

F—

Fig. 38, Lista de las incigenes guardadas
En #sta wentana se musstea los nombees de todas las imdgenss que serdn capturadas.

n. Ubicacion

De igual se permite cambiar la direccion en disco duro donde se guardarin las imagenes.

n. Posicion de la Imagen

Esta seccion permite mostrar la imagen correspondiente a la posicion guardada y ademas cuenta

con la opcidn de cambiarla. La imagen preluminar que muestra es presentada activando el tipo de

-] -
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iluminacién que se haya programado. Si la imagen tiene las dos opciones, el programa lo detectara y

aparecera una ventana para que se elya la opcion deseada.

—_— — — S —a]
s Mostrar IImagen ﬁl

Pelcrch il (e oy L Wisiole o L Flutnencente

Licvebe]| Lsfloeicens|  Cancele |

Fig. 39. Ventana de eleccidn de iluminacién parm mostrar Imagen.
Para mostrar la imagen prema se debe elegic el tipo de iluminacidn que se quiers que s= musstre la imagen.

w, lluminacion

Esta seccion permite cambiar el tipo de [lumimnacion. Se presentan las caracteristicas actuales de la
inagen. Ademds se presentan las opciones para cambiar cualquiera de estos atributos. Se muestran
las opciones de uso de luz visible y fluorescente. Ademas las caracteristicas especiales como son el

tipo de la imagen que se usard y los filtros.

i Cambiar Dhaminacidn x|

~Mueva Tipo de lluminacidon

W Lia vk

¥ Luz Fluotescente

—Imagen en Luz Fluorescente — Filios
" Ublizar esta Imagen I¥ Fluo#1 [ Fitro %3
o Mover Foco [T Fo#2 [ Fito#4

_Gonoolar |

Fig. 40. Ventana para cambiar ka jfluminacidn
Se presentan todas las opciones pars cambiar el tipo de iluminacidn

v. Desplazamiento focal
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Esta secciéon permite cambuiar, agregar o eliminar el desplazamiento focal para las imagenes
fluorescentes. Se muestra las condiciones definidas y la opcion para cambiar el nimero de imagenes

hacia arriba, abajo y la distancia entre imédgenes.

 Cambiar Desplazamiento Focal (Plano 2)

~ Desplazamiento local (Plana 2] Anteno

+2 | mageres -2 |maganes Ditanwcia 05 um
Fios:; 1
[ Nmﬂﬂ#ﬂmﬁnﬁomrm.mﬂ
| B de lmagenss Nl ll:hlmhurﬂ.l '_I Desplazamenlo [gn -
hacia arba hacia abajo i [uam] G0

Aot | Concelu |

Fig. 41. Ventana para cambiar el desplazamiento focal
Se presentan las opcicnes de desplazamiento focal con las opciones para cambiar cualquier caracteristica,

552 Imagenes en luz visible

Para guardar las imagenes en luz visible, al dar clic en “Agregar Imagen™ se deberi elegir “Mostrar
imagen en luz visible”. Se abrira la imagen preliminar que se ve en el microscopio ademis de una
ventana la cual pedira las propiedades de la imagen a guardar. Para las imdgenes con luz visible solo

es necesario que se elya la opeidon de “Tipo de iluminacion™ en luz visible.

Como se muestra en la figura 44 se debera escnibir el nombre de la imagen y el directono en donde
se guardari las imagenes. El nombre de la imagen estara en el nombre de todos los archivos que el
sistema capture en esas coordenadas y se agregarda un posfijo numérico después del nombre que

indica el nimero de la imagen capturada.

Fig. 42. Nombre y Directorio para imdgenes
Seccion paca establecer el nombee y ¢l directono para las imdgenes a captucar
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Al directorio se le agregari la direccién de la o las carpetas donde se quiera que se guarden las
imagenes. Se desarrollé esta opcidn para distingwir entre los caracteres / y \ como separador de

carpeta, ya que dependen de la configuracion del teclado el acceso ripido a estas teclas.

- Propiedades de la Imagen a Guardar %]

Hombre
Ilmagcn‘l
Directodic
e
||:1-\
ETipo e ik
v LuzVishle

I7 Luz Flusrescents
Imagen en Luz Fluorescents Filtroz-

™ Utizar sels magen I~ Fko#1 [ Filto B3
f* Mover foco [ Fko#2 [ Fikokd

- Dazplazamiznts en foco [Flano £]

#dalmég:mﬁ kdnlmm Du:plmmh m

Fig. 43. Propiedades de I imagen en lue visible

St se desea agregar el desplazamiento focal se debera indicar el nimero de imagenes que se desean
hacia arriba y debajo de la posicion guardada, ademas debera indicar la distancia de cada

desplazamiento.

Los valores de desplazamiento estin en micrémetros, y los valores que pueden elegirse son:
0.5wm, 1.0pum, 2.0um... hasta 20.0um. Estos valores se eligieron con base en las necesidades del

laboratorio.

Los valores de posicion de la platina y el foco se guardaran con ayuda de la imagen previa. La
imagen previa es la que se muestra en pantalla y que es capturada por la camara digital en ese
momento. Los valores serin las coordenadas que en ese momento tenga la imagen preliminar previa.
De esta forma se debera comprobar que la imagen que se muestre en la pantalla sea la que se desea

grabar.

- g e
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553 Imagenes en luz fluorescente

Para guardar las imagenes adquindas tnicamente en luz fluorescente, en “Agregar Imagen™ se
deberia elegir mostrar “Imagen en luz fluorescente™. La lampara y el obturador deberin estar
encendidos. Hay que tener cuidado de no observar directamente la luz fluorescente ya que es dafiina
a los ojos. Se abrira la imagen previa que se ve en el microscopio ademas de la ventana la cual pedira
las propiedades de la imagen a guardar. Para guardar las imagenes con luz fluorescente solo es

necesario que se elya la opcion de “Tipo de [luminacién en luz fluorescente™.

Se deberd agregar el nombre de la imagen y directorio donde se guardarin las imdgenes. El
nombre de la imagen aparecerd en todos los archivos que el sistema capture. Se deberd agregar la
direccion de la o las carpetas donde se guardarin las imagenes. A los archivos de imdgenes se
agregara un posfiyjo numénco, similar al de las imagenes en luz visible. Ademas se le agregara la

palabra ©_fluo™, para identificar cualquier imagen con esta dptica.

Es posible alternar las dos opaiones de Huminacion. Cuando se elige esta opeidn los archivos con
las imagenes tendrin el mismo nombre, usaran el mismo directorio y el mismo desplazamiento focal.
Sin embargo, para identificar las imagenes entre luz visible y luz fluorescente se utilizara también la

palabra “_fluo™.

T de lnrmmnacidn
I Lzl

¥ Liz Fuorscants
—mmluhmﬂ—‘ ~Filos

™ Uniiza @it magen F Pl Fiwo B3
= Mo hacn [T Ao [ Flvofd

Dinsplssnriends en nsa [Flana 71
Hdo [ =] #de [ =l o [T =]
ity iz [ bl i EIE e et

Fig. 44. Propiedades de ka imagen en lug flusrescente
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Wentana para agregar una imagen al proceso con opciones de fa luz fluorescente,

Al usar la opeion de luz fluorescente existen dos posibilidades a elegir para capturar la imagen:

Utfilizar esta Imagen y Mover Foco.

La primera opcion es “Utilizar esta Imagen™. Con esta opcion se guardaran los valores de posicion
de la platina y el foco que muestra la imagen previa que se muestra en pantalla, los valores seran las
coordenadas que en ese momento tenga esta imagen previa. De esta forma se deberd comprobar que
la imagen que se muestre en la pantalla sea la que se desea grabar. Al utilizar esta opcion la imagen en

luz visible y fluorescente tendran la misma coordenada.

La segunda opcion es “Mover Foco™. Con esta opcion se disminuird el foco 1.85um. Esta opcion

se desarrollé para ajustar el foco en luz fluorescente.

La luz visible y la luz fluorescente tienen componentes distintos de longitud de onda Asi cuando la
luz viaja por las lentes tienen un valor de enfoque distinto. La diferencia entre las dos imdgenes es
constante para cada luz fluorescente y se determind con un experimento en el cual se enfocaba
primero la imagen en luz visible, tomando los valores de la coordenada Z como ongen. Después se
cambid el tipo de iluminacién y se volvid a enfocar la imagen y se guardd el valor de la coordenada 7.
con respecto a la imagen en luz visible. Este valor es el 1.85um. De esta forma si se desea guardar
imagenes en luz visible y luz fluorescente y se esta usando el objetivo de inmersion se puede elegir la

opecion de Morer Foco y de forma automatica cambiara la distancia focal.

Al trabajar con luz fluorescente, normalmente se trabajara con objetivos de inmersion en aceite,
con ¢l fin de aumentar el poder de resolucion. Esto es porque los rayos de luz que desde la muestra
se dingen al objetivo, atraviesan el vidrio del cubreobjeto y al pasar al aire se difractan, es decir que
cambian de direccion al angulo en que inciden al are. Algunos rayos de luz sufren reflexion total en
la interfase vidrio aire, asi llega al ocular solo una pequena parte de la luz que parte de la muestra, con

lo que provoca un problema en la vision,

Para reducir este efecto se intercala entre el objetivo y el cubreobjeto una gota de aceite de cedro

(aceite de inmersidn). Este aceite tiene un indice de refraccion casi igual al vidno, de esta forma los
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rayos emergentes ya no refractan. Asi llega mas cantidad de luz al objetivo y mejora notablemente la

V116N a mayores aumentos,

El uso de fluorescencia permite utilizar diferentes filtros para seleccionar longitudes de onda. Para
estos casos el nombre del archivo contendri la palabra “Filtro™ mas el mimero de filtro utilizado.
Cuando se utilice un filtro en especial, también se aplicarin el desplazamiento focal de forma

automatica con las opciones elegidas.

554 Cambio automatico de posicion focal

Para identificar cada imagen que se guarda con cambio automatico de la posicion focal. Se crean
en automatico carpetas con los nombres de “Plano™ mas el valor del desplazamiento. Es decir s1 se
elyje que se guarden 5 unagenes con un desplazamiento focal positive se crearan cinco carpetas con
los nombres Plano +1, Plano +2, Plano +3, Plano +4, Plano +5. Algo sumilar sucedera con el
desplazamiento negativo. En estas carpetas se guardarin las imagenes con desplazamiento en las

carpetas correspondientes tanto las inagenes en luz visible y las imagenes en luz fluorescente.

50 voceso de cablim de frdvernes

Al iniciar la captura de las imdgenes se buscan en los archivos en que se guardaron previamente las
condiciones experimentales. Es decir los archivos que tienen los valores de tiempos y propiedades de
las imagenes a capturar.

561 Re peticiones

Como primer paso se busca el archivo de datos de los valores de tiempo. Con ellos se determina el

nimero de repeticiones que tiene que hacer el programa para capturar todas las imagenes.

Adquisicion _ 24 hrs

=960

Repeticiones = : = :
Ciclo 1mun 30 seg

- AT
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562  Valores de integracion y del cronéometro

Como segundo paso se busca en el archivo de datos de integracion el valor de la opcion elegda.

El tercer paso es buscar en el archivo de datos del crondmetro para determinar si usa la linea de
tiempo en la parte inferior de la imagen. Ademas se busca el mimero inicial de la imagen que tendrin

en el nombre de los archivos y el iempo con que se inicie la etiqueta de la linea de tiempo.

563  Valores de las caracteristicas de las imagenes

El sigmente paso consiste en encontrar los valores o caracteristicas de cada imagen que se quiere
capturar. HEstas caracteristicas se guardan en un archivo de texto, en un orden tal que al iniciar la
captura de imagenes se identifique cada una de sus propiedades. El orden de la informacion del

archivo es la siguiente:

1. Nombre de la Imagen

1. Directonio de la Imagen

ni. Coordenada X

w. Coordenada Y

v. Coordenada Z

vi. Valor de la opeion de Luz Visible

vit. Valor de la opcion de Luz Fluorescente

viil. Valor de la opeién para mover foco en la imagen de luz Fluorescente

. Valor de la opcion para utilizar el filtro #1

x. Valor de la opcién para utilizar el hiltro #2

x1. Valor de la opcion para utilizar el filtro #3

xi. Valor de la opcion para utilizar el filtro #4

xiii. Nimero de imagenes que se capturan hacia arriba de la posicion guardada
xiv. Nimero de imdgenes que se capturan hacia abajo de la posicion guardada

xv. Valor de la distancia entre imagenes.

-4 -
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564 Imagenes de fondo

El siguiente paso consiste en guardar la imagen de fondo para cada tipo de iluminacion. La imagen
de fondo se necesita para quitar la basura de las imagenes, proveniente de las lentes, o de la camara
digital. La imagen de fondo se adquiere al tomar una imagen fuera de foco que no contiene

informacion biolégica pero si las aberraciones y nudo provenientes de la ptica y la electrénica.

Fig. 45. Imagen normal Fig. 46. lmagen de fondo

Fig. 47. lmagen sin fondo

Mdcii
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Al guardar las imagenes de fondo se activarin de manera automatica el tipo de iluminacién y los
filtros correspondientes. Todas las imagenes de fondo se guardaran en la sigmente direcaion de disco
duro: C\IPW 51\ Newrmusion', La imagen de fondo en luz visible se llamara: Fondo I/istf  Las imagenes de
fondo en luz fluorescente tendrin nombres que dependerin del fltro como FendoFiltet. &,

FondoFiltra2. i ¥ asi continuard hasta el filtro mimero 4.

565 Hstimado de espacio en disco

Despues de agregar las imagenes de fondo aparece una ventana que indica la cantidad de memoria
aproxamada que debera estar dispt:mible en disco duro para almacenar todas las imégﬂnes del
expenmento. Este valor es determinado por el mimero de imagenes que se capturaran, tomando en
cuenta las imiagenes en luz visible, luz fluorescente con cada filtro y s1 se unliza el desplazamiento

focal. El valor se calcula tomando en cuenta que cada imagen tendra un tamano en disco de 300kB.

——T

w. bspacio Libre

Para que todas laz imagenes sean quadadas, ==
mecema lerer SIS0 KE de deco duro e, speomadamerde

£Has compeobado qus eatte este eipacio fibve en & dico?

Fig. 48. Espacio estimado en disco
Ventana donde muestrs &l SSpacio ap:omrn.:.dq que deberd tener &l disca dura

A continuacidon aparecerd una segunda advertencia para que el usuario coloque el Mouse del
Argus-10 en la posicién correcta del menii que aparece en la pantalla y que inicia la integracion.
566 Tiempo estimado para captura de imagenes

Después de realizar esta accién, imcia el proceso de adquisicion de imagenes. Como primer paso
toma ¢l ttempo 1mcial para calcular la duraciéon del ciclo real. Esta duracion debe de ser menor a la

duracién de ciclo elegido inicialmente, ya que si es mayor los valores no serin correctos.

s Ef) s
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St este caso sucediera al terminar la primera ronda de captura de imagenes apareceria la siguiente

advertenca.

Elhempo da ls Duacidn ded Ciclode 7 manutos con 300 sequndos & meulicients
El tempo ecesaioezde 5 minstoscon 0 segundos

Cowmenvands o e de sdqurcion p congerdo ko valones de L duracion de oo,
selomaian 238 mioener

Cormervardo o rdmen ongral de mdgenes de 360w compeendo low valones de
duracion de cxclo p adournon se caplealian en unbempo de

2 hoas con 0 mirtos,

Avevsas comegin of tismpo de ks duracon del aolo. comenvanda el fempa de adgusicain o
come |3 duraoon del cicky vonservando o umete de magenes T

M Pimcpsl

Fig. 49, Tiempo Insuficiente
WVentana de Advertencia que indica qu= la duracidn de cicle no es suficients para la captura de :'mnr.g-.-.n::.
Por ejemplo para el experimento se eligieron los siguientes tiempos:
Tiempo de Adquisicion: 24 hrs.
Duracion de Ciclo: 1 min. 30 seg.

Con estas opciones se tomaran 960 unagenes por cada posicion elegida.

Pero s1 debido al nimero de imigenes y al reposicionamiento de la platina, la duracion de la
primera ronda es mayor, por ejemplo 3 minutos, se pueden tener dos opciones a elegir. La primera es
ajustar la duracion del ciclo, y la segunda conservar el nimero de imdgenes a pesar de aumentar la
duracién del ciclo Ajustando la duracién de ciclo con el tiempo de adquisicion de 24 horas los

valores senan los siguientes:

Tiempo de Adquisicion: 24 hrs.
Dhuracion de Ciclo: 5 man.

Nimero de Imagenes por cada posicion: 288 imagenes por cada posicion

Ajustando la duracion de ciclo y el tempo de adquisicion y conservando el nimero de imagenes
que se habia calculado al principio es decir 960 imagenes por cada posicidon. En este caso se
cambuaria el iempo de adquisicion a 80 hrs. y la duracion de ciclo a 5 min. De esta forma los valores

senan los sigentes:
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Tiempo de Adquisicion: 80 hrs.
Duracién de Ciclo: 5 mun.

Nimero de Imagenes por cada posicion: 960

567  Captura de imagenes

El proceso que se sigue para iniciar la captura de imdgenes es el siguiente. Para ilustrar mejor el
proceso usaré el experimento del ejemplo que durari 24 horas con una imagen adquirida cada
minuto y medio. La primera imagen solo se necesita con luz visible, la segunda con luz fluorescente y
la tercera con los dos tipos de luz, Ademas se quiere que la tercera neurona contenga diferentes

planos focales a lum del punto de ongen.

El proceso parte de que se tomara una imagen de nombre ImagenA y se guardaran las imagenes en
la carpeta D:\Imagenl',, se usara luz visible, la segunda imagen tendra el nombre de ImagenB y las
imagenes se guardardn en la carpeta D:\Imagen2\, se usard luz fluorescente, y por ultimo la tercera

imagen tendra el nombre de ImagenC y las imigenes se guardarin en la carpeta D:\Imagen3\,.

Como primer paso se configura el nimero de la imagen. Para el pnmer elemento se pondri el

valor que se capturo en la opcion de reloj. $1 no se configuro iniciara con el niimero cero.

El sigmiente paso es indicar que el nimero de la imagen tendrd 4 digitos, esto es para que las
imagenes al ordenarlas por nombre, este ordenada también por el mimero de imagen. Esto es iul

para la produccion de los videos.

El sigmente paso es asignar el nombre de la pnmera imagen que es “ImagenA” y serd el que se
capturd en la ventana de propiedades al agregar la imagen al proceso. A continuacion se ehge la
carpeta en donde se colocara la imagen, de igual forma que con la imagen la carpeta sera la que se
capturd en la ventana de propiedades El nombre completo de la primera imagen serd:

“D:\Imagen1’ ImagenA_0000.uf”
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El siguiente paso es ordenarle a Stage-Pro que se coloque en la posicién (Coordenadas X, Y, 7) de
la imagen. Al detenerse en la posicion elegida se enviarda un 1 légico al controlador de la lampara de
luz visible. Al hacer esto el controlador encenderi la lampara y enviarda una sefial al procesador
Argus-10 para que inicie el proceso de integracion, El programa hara una pausa dependiendo de la
eleccion en el Integrador, después de la pausa se guardara la imagen que se ve en el microscopio en el
disco duro de la computadora. Para terminar con esta imagen enviard un cero logico al controlador

de la lampara de luz visible que hara que se apague la lampara.

El siguiente paso es capturar la segunda imagen, de forma sumilar se asigna ¢l nombre y la carpeta
donde se guardarin las imigenes. En este caso la wnagen sera capturada con luz fluorescente
utihzande el filroe 1. El nombre complete de la  primera wnagen  sera:
“D:\Imagen2\ ImagenB_Fluo_Filtro1_0000.uf’. El programa ordenari al Stage-Pro que se coloque
en la segunda posicion, al detenerse enviard un uno légico al controlador del shutter de la lampara de
luz fluorescente para abrir el obturador, en seguida tomari la imagen correspondiente, para terminar

con esta imagen se envia un cero ogico a la controlador del shutter para cerrar el obturador.

El sipuiente paso es capturar la tercera mmagen. En este caso se utihzara la luz wisible y
fluorescente con dos filtros y con el desplazamiento positivo y negativo de 1pum en la coordenada Z.
De igual forma que en las imdgenes anteriores se indica el nimero de la imagen y nimero de digitos
a usar, el nombre que tendri esta imagen para este caso seria “Imagen#3”. Las inagenes de los
diferentes desplazamientos se guardaran en diferentes carpetas dentro de la carpeta que se guarde la
imagen ornginar, Las carpetas se crearan con un nombre que indicarin el plano al que se refieren las

imagenes guardadas dentro de ella, en este caso la carpeta en la que se guardard sera: Plano+11",

Primero iniciara con la captura de las imagenes en luz visible, a continuacion el programa le
ordenara al Stage-Pro que realice el desplazamiento positive y adqunra las  imagenes
correspondientes guardindolas sus carpetas, después realizari el desplazamiento negativo y adquirra
las imagenes. Lo tmico que cambia es que la posicion onginal se le aumenta o resta 1um y el nombre
de las wnigenes sera diferente. Es importante mencionar que mientras realiza el desplazamiento

positivo o negativo las lamparas estan apagadas.
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Al terminar se iniciara la captura de las imigenes con luz fluorescente. El programa cambiari
automaticamente al filtro nimero 1. Al encontrarse en la posicidn onginal se captura la imagen esa
posicion, después micia el desplazamiento positivo y negativo. Al terminar la captura de imagenes el

programa cambiara al filtro mimero 3 e iniciara la captura de las imagenes con este filtro.

Los archivos de las imdgenes con luz fluorescente, se guardan de forma similar, con las siguientes
diferencias. En el nombre de los archivos se agrega el postfijo “Fluo_Filtro y el nimero de filtro
indicado. Se guardaran todas las wnagenes por cada hltro utiizado, es decir al estar en el filtro
numero 1 se guardaran las imagenes del desplazamiento antes de cambiar de filtro. De esta forma se

puede distinguir un archivo con luz fluorescente con el archivo de la luz visible.

El cambio de un filtro a otro esta disefiado para que la duracion de la adquisicion de imagenes sea
optima. Y el programa detecta a qué filtro se tendra que mover y no se mandarin las senales
correspondientes para que inicie €l cambio de filtro hasta que sea necesario, es decir que mientras no
se necesite un filtro en especial el programa no hara ninglin cambio de filtro. Por ejemplo si solo se
utiliza el filtro nimero 3 el programa hara ese cambio al capturar la imagen de fondo y después no se

moverd hasta que termine todo el proceso de captura. Esta forma permite que el tiempo sea 6ptimo.

Los nombres de las imagenes con desplazamiento focal se crearan como se indico tomando como
referencia las coordenadas de las imagenes de luz visible. Al elegir la posicién se toma en cuenta si se
utihza la opcion del cambio automanco de foco. Como es en este ejemplo se enfoca la wnagen
disminuyendo 1,85um. y con esta posicion como ongen se hace el desplazamiento negativo y

positivo.

De esta forma los nombres de los primeros archivos serin los siguientes:

Imdgenes en Luz Visible
“D:\Imagenl’\ImagenA_0000.uf”.
“D:\Imagen3\ ImagenC_0000.tf”.
“D:\Imagen3'\Plano+1\ImagenC_Plano+ 1_0000.tif”.
“D:\Imagen3'\Plano- 1\ ImagenC_Plano-1_0000.t:£7.
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Imagenes en Luz Fluorescente

“D:\Imagen2\ImagenB_Filtro1_0000.tf".

“D:\ Imagen3'\ ImagenC_Filtro1_0000.t:£.

“D:\Imagen3\ ImagenC_Filtro3_0000.tf”.

“D:\ Imagen3'\Plano+1\ImagenC_Fluo_Filtrol_Plano+1_0000.tf".
“D:\Imagen3\Plano+1\ImagenC_Fluo_Filtro3_Plano+1_0000.tf”.
“D:\Imagen3'\Plano-1'\ImagenC_Fluo_Filtrol_Plano-1_0000.tf".
“I:\Imagen3\Plano-1\ImagenC_Fluo_Filtro3_Plano-1_0000.tf".

Se puede concluir que con una sola wmagen agregada al proceso y con las opciones adecuadas se

pueden obtener muchos archivos de la imagen que dependen del desplazamiento y de los filtros.

5.7 Procesamiento de ;'wd’gﬂm

Al terrminar de guardar todas las imdgenes se inicia con el procesamiento para mejorar la calidad de

los archivos de las imagenes. El procesamiento que se sigue en el programa es de dos pasos.

El primero es restar la imagen de fondo a todas las imigenes correspondientes, para lunpiar la
unagen, la segunda consiste en agregar el texto de la linea de tiempo, en caso de que se haya decidido

al inicio.

El procesamiento de las imdgenes se hace al final de la captura ya que requiere de tempo y

memoria de la computadora.

571 Resta de fondo

Los archivos con las imagenes no seran modificadas sino que se crearin otros archivos para la

resta, de modo que se tenga a los archivos orginales como un respaldo.
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A la imagen tomada con luz wisible se le restara el archwvo correspondiente con la imagen de luz
visible. Para el caso de las imagenes con luz fluorescentes se le restara el archivo de la imagen de

fondo del filtro correspondiente.

Después de quitar la imagen de fondo la imagen resultante se recorta para quitar el segmento de
color negro por el procesamiento del Argus-10. Asi de esta forma la imagen procesada sélo contiene

la informacion util.

572  Agregar tiempo de adquisicidn a las imdgenes

51 se elije esta opcion a la wnagen recortada se le agrega el texto en la parte nferior de la unagen
que indica el tiempo en que fue tomada la imagen. Este valor depende de la duracion de ciclo, ya que

no se puede poner ¢l tiempo exacto en segundo al que fue capturada la imagen,

573  Creacion de video con las imdgenes capturadas

El programa de Image-Pro tiene una utilidad para crear un video con formato AVI cuando se
tienen secuencias de wndgenes guardadas en el disco duro. La opcidn “Merge image™ agrega las

undgenes seleccionadas al video. Es importante que las imagenes estén en el orden adecuado.

Esta es la razdn por la que es fundamental definir el nombre de las imagenes en la captura. Por
ejemplo st los nimeros de las imagenes no tuvieran los ceros a la 1izquierda al ordenarlos por nombre

se presentarian de la signiente forma:

Nombre de las Imagenes
ordenadas por nombre
Imagen#1_0  Tmagen#1_0000
Imagen#1_1  lmagen#1_0001
Imagen#1_10 Imagen##1_0002
Imagen®#1_11 Imagen##1_0003
Imagen#1_12 Imagen#1_0004
Imagen®#1_13 Imagen##1_0005
Imagen#1_14 Imagen#s1_0006

us‘f’u
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Imagen®#1_15 Imagen#1_0007

Imagen#1_2  Imagen&1_0008
Imagen®1_3  lmagen#1_0009

Imagen#1_4  Imagen#1_0010
Imagen#1_5  Imagen#1_0011
Imagen#1_6  Imagen#1_0012
Imagen#1_7  lmagens1_0013
Imagent1_8  Imageni1_0014
Imagen#1_9  Imagen#1_0015

Tabla ordenada por nombee

Se puede observar que en la primera columna no se respeta el orden de como fue agregada la

imagen en el proceso de captura.
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6 Resultados y Conclusiones

Neurovision permite el control del software y periféricos para la adquisicién de secuencias de

imagenes en los planos x, y, z predetinidas con diferentes dpticas y en ciclos repetitivos.

El proceso que se disefid para la captura de imagenes, permite generar videos y para estudiar las

dinamicas de regeneracion de neuronas de una forma eficiente.

Las posiciones de las varias neuronas son elegidas dependiendo de la posicion en el plato de

cultivo. Ademas de que de forma automatica, se pueden ver diferentes planos focales de la neurona.

El programa controla la emision de luz visible y luz fluorescente. De este modo la luz estara
presente solo cuando se capture la imagen en la computadora. Ademas controla el cambio de los
filtros de luz fluorescente, sin necesidad de que el usuario este presente en la ejecucion del proceso

de adquisicion.

Las imagenes resultantes son mejoradas mediante procesos externos controlados por Neurovision.

Esto incluye el Argus-10 y procesos del Image Pro como la resta de la imagen de fondo.

Permite guardar las umagenes de manera ordenada y segura y de manera automatica llevar a cabo

los primeros pasos del procesamiento en serie, hasta la complementacion de videos.

Neurovision estd en uso cotidiano en el laboratorio del Dr. Fernandez de Miguel, del Instituto de

Fisiologia Celualr.

Aok B3 Aok
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7 Apéndice

Lz Visible

Para describir o dar un significado de la luz, podria usar dos palabras brillo y color. La luz es una
onda electromagnética compuesta por particulas llamadas fotones. Una onda electromagnética esta
definida por una amplitud y una longitud de onda. La amplitud de la onda electromagnética da el

brille de la luz, mientras que la longitud de onda determina el color.

Las ondas de la luz visible son las ondas electromagnéticas que podemos ver. Estin entre 400nm y
700nm. Vemos estas ondas como los colores del arcoiris. Cada color tiene una longitud de onda y
amplitud especiticas. En el espectro visible el color rojo tiene la mayor longitud de onda (700nm), el
violeta es la que tiene la menor longitud (400nm). La luz blanca es la superposicion de todos los

colores. El color entonces depende de la longitud de onda predominante.

I ,
Color Longitud de Frecuencia
onda
naranja [~ 590-625nm |~ B10-480 TH:
amarille |~ BE5-B00nm |~ B20-510 TH:
verde ~ BZ0-5GEnm |~ BE0-530 TH:
cian ~ BO0-B20nm |~ a00-530 TH: ‘

azul ~ 4E0-5 0 TH:

aiiil

wioleta

—Rnjo Maranja Arnarillg=—"Sarde Cian—AzuI—Anil—VinIeta4

Fig. 50. Sefial de onda de los diferentes colores.
Se puede observar las diferentes longitudes de onda de cada color.

Muchos de los objetos que observamos no son una fuente de luz, mas sin embargo, se pueden

observar colores en ellos. Esto atraviesa cuando la luz pasa por un proceso fisico como la refraccidn,

Aok RO ok
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reflexion y difraccion. Todos estos procesos suceden cuando la luz se encuentra o choca con un
objeto. Sin embargo uno de estos procesos domina. La razdn por la que un objeto tiene un color es

porque refleja solo una porcion de luz blanca.

Mucho de lo que sabemos y observamos relacionados con el color puede ser matematicamente
descrito por diferentes modelos de color. Por ejemplo exste los modelos HSI, RGB, y CYMIKL Cada
uno de estos modelos da una diferente perspectiva y es aplicado en campos donde puede ser usado
mas facilmente que otros modelos. Pero nunca un modelo de color puede describir 1gual la realidad

fisica.

Para ver el color el ojo humano usa tres tipos de conos cada uno de los cuales tiene un rango
espectral de sensibilidad a la luz, para los colores rojo, verde y azul. La clave de la visidn en color es
que todos los colores existentes pueden ser producidos por warias combinaciones de estos tres

colores. Por ejemplo, el ojo humano percibe una cantidad 1gual de los tres colores como luz blanca.

St se agrega una cantidad 1gual de rojo y azul da la sensacién de ver el color magenta; la misma
cantidad de azul y verde producen el color cyan y con la misma cantidad de verde y rojo se produce
el color amarillo. De esta forma los colores Rojo, Verde v Azul (RGB) son llamados colores
primarios aditivos, ya que la suma o superposicion de estos colores genera los demas colores. Los
colores Cyan, Amarillo y Magenta (CYM) son los llamados complementarios porque se forman con

la resta de los colores rojo, verde o azul sobre el color blanco.

Fig. 51. Colores primarios.
i. Aditivos o RGEB, ii. Substrativo o CY M

" Células foto-receptoras que son sensibles a la luz

Aok (5[] Ak
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Muchas sustancias irradian luz visible st son excitadas por otra radiacion, incluso st estan frias y en
estado solido o liquido a esto se denomina fluorescencia. Son fosforescentes las moléculas que

almacenan la energia de excitacion y la irradian después en forma visible

Es comun la experiencia de comprar un pantalén color negro y cuando lo volvemos a ver en casa
es de color azul oscuro. Este fenémeno no es particular de los colores azules. También la luz blanca
que es generada por una bombilla de halégeno en el microscopio difiere de la luz producida por un
foco de Xendn. Si igualamos las intensidades de ambas lamparas, la luz de halégeno sobre una
superficie blanca da la impresion de ser de color amarillo y la de Xendn da la impresion de que es

mas roja.

Este conocimiento es de gran mnportancia si se ha de usar algin tipo de estas fuentes de luz por
ejemplo para el microscopio de fluorescencia. En este caso la fuente de luz ha de producir suficiente
intensidad de luz en un rango de longitud de onda que concuerde el rango de excitacion de los

fluoro-cromos bajo observacidn.

La luz, para ser efectiva, debe ser absorbida por determinados pigmentos. La absorcion de un
cuanto de luz es funcidn de la distribucidn electrdonica en la molécula del pigmento, v la longitud de

onda absorbida depende del nimero y posicidén de los dobles enlaces en la molécula.

Cuando los fotones chocan contra un atomo o una molécula que puede absorber luz, tal es el caso
de la clorofila, uno de los electrones de uno de los orbitales absorbe el fotén, ganando por tanto
energia. Esta le permitird que el electrén se mueva a otro nivel energético del nicleo atdémico. Por
supuesto, que solo determinadas longitudes de onda pueden “excitar’” a ciertos atomos o moléculas,
ya que es necesario que el electrdén absorba un fotén que tenga la energia equivalente a la diferencia

entre el nivel basal orbital del electron v el nivel al cual va a saltar.
Las moléculas excitadas son muy inestables y cuando se escapan los electrones, la energia se libera

como calor o como luz (flucrescencia). La emisién de luz es de menor energia (tiene una longitud de

onda mayor) que la de excitacion.

Aok ] Ak
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Einsten fue el primero en proponer que los fotones son las unidades energéticas o cuantos de luz
cuya energia es inversamente proporcional, de la longitud de onda. Los fotones de longitud de onda
baja tienen la maxima cantidad de energia (71,800 cal/einstein) y las del rojo lejano tienen la minima

(37,800 cal/einstein).

La unidad molar para expresar la cantidad de energia luminosa es el Einstein, que corresponde a
un numero de fotones es a un mol de luz. La ecuacion fundamental que relaciona el contenido

energético de los fotones con la longitud de onda es como sigue:

E=hv=h(£)
A

Donde E es la energia de un cuanto de luz;
ves la frecuencia en ciclos por segundo;
h es la constante de Planck (6.63 x lO'MJ - seg.);
c es la velocidad de la luz (3 x 10'° cm. /seg) y
A es la longitud de onda.

De la ecuacidon anterior podemos comprender facilmente por qué cuando disminuimos la longitud

de onda () se eleva la energia.

Por ejemplo, tendra mayor energia la onda electromagnética del color violeta que del rojo.

3x10" 1 /

E, =ho=hS=663x10*Jse "2 _ 384510
A 700nm

3x10" m/ s

00mnm

E =4.97x107°J

vialeta

= ho = h% = 6.63x10" Js e

Aok (50 Ak



Sistema Computarizado para el Control de la Adauisicion y Procesamientos de Imagenes Diigitales de Micrescopia en Colaboracion con los Crganismos

Apéndice

Instrucciones de Programacion para el ingreso de los valores del Tiempo de Adgquisicion y Duracion de Ciclo

TiempoAdquisicion:
Ifb = 1 Then
On Error Resume Next
Open "CAIPWin51\Neurovision\ Tiempo.txt" For Input As #1

“Valores que se tomaran s el archive no se encuentra 24 horas para &l tiempo de Adquisicidén y 2:30 minutos para la duracidn del cicle.
If Err = 10051 Then
THoraAdqg = 24
TminutoAdg =0
TminutoCic = 2
TeegundoCic = 30
Err.Clear

‘En caso contrario se tomaran los valores que se tienen guardados en el archive.

Elze

Input #1, THoraAdq

Input #1, TminutcAdg

Input #1, TminutaCic

Input #1, TsepundaoCic

Close #1
End If

Resume Neaxt

En esta seccién se forman las arreglos que tendra los posibles valores los combos.
For contader = 0 To 72
Horas§(contador) = contador
If contador << 60 Then
Minutos§(contador) = cantador
Segundosﬂ(contadorj = contador
BEnd If
MNexzt contador

‘En esta seccidn se define la presentacidn de la ventana que se mostrard

Begin Dialog UserDialog 510,224, Valores Iniciales de Tiempo"
Text 20, 42, 180, 14, "Tiempo total de Adquisicién:", Textl
Texzt 130, 63, 60, 14, "Horas y", Text2
Text 200, 63, 50, 14, "Minutos", . Text3
Text 130, 140, 80, 14, "Minutos 3", Text5
Text 290, 140, 70, 14, "Segundos", Text6
Text 20, 7, 420, 28, "El Tiempo de Adquisicidn es el tempo que duraré todo el proceso, la Duracidn del Ciclo es el tempo

que tomard cada imagen.", . Text8

DropListBox 70, 63, 60, 70, Horas(), DropListBoxl
Text 30, 112, 120, 14, "Duracidon del Cicle", [ Textd
DropListBox 230, 63, 60, 70, Minutos(), DropListBoz?2
DroplastBox 70, 140, 60, 77, Minutas(), .droplistbox3
DroplastBox 230, 140, 60, 70, Segundos(), .droplistboz4
PushButton 110, 189, 90, 21, "8 Aceptar”, PushButtonl
PushButton 320, 189, 90, 21, "&Cancelar", .PushButton?

End Dralog

Dim valini As UserDialog

valini. DropListBox1 = THoraAdg

valini. DropListBox2 = Tminuto Adg

valini.droplistbox3 = TrminutoCic

valini.droplistboxd = TsegundoCic

c = Dialog(walin1)
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Instrucciones de Programacion para el ingreso de los valores del Cronometro

AgregarReloj:
On Brror Resume Next
Open "CAITPWin51\Neurovision\Reloj.txt" For Input As #1

“Valores que se tomardn si el archive no se encuentra Tiempo Inicial 00:00 y el ndmero inicial de las imigenes serd O
IfErr = 10051 Then
Cronometro = O
CHeralni =0
ChMinIni = 0
EBrr.Clear
Else

“Valores que anteriores.
Input #1, Cronometro
Input #1, CHoralm
Input #1, ChvinIni
Close #1
End If
Resume Next
For contader = 0 To 72
Horas§(contador) = contador
If contador < 60 Then
Minutos§(contador) = contador
End If
Next contador

‘En esta seccidn se define la presentacidn de la ventana que se mostrard
Begin Dialog UserDialog 370,168, "Hora Inicial" ' %GRID:10,7,1,1
Text 60, 49, 240, 14, "Iniciar el reloj o crondmetro en la hora:", Textl
Text 170,63, 10, 21, ":", Text2
DropListBox 110, 63, 60, 84, Horas(), DropListBoxl
DroplistBox 180, 63, 60, 84, Minutos(), . DropListBox?
PushButton 20, 133, 90, 21, "&Aceptar", PushButtonl
PushButton 250, 133, 90, 21, "&Cancelar", .PushButton?
CheckBox 30, 14, 290, 14, "Agregar reloj o crondmetro a las imégenes", .CheckBoxl
End Dralog
Dim Horlni As UserDialog
Herlni DropListBoxl = CHoralni
Herlni DropListBox?2 = ChMinIni
Horlni.CheckBoxzl = Cronometro
¢ = Dialog(THorIni)

‘En esta seccidn se define el nilimero inicial y el tlempo inicial
Ifc =1 Then
Numlniciallmag = 0
If Horlni.CheckBoxl = 1 Then
If HorIni DropListBox1 <> 0 Or Horlni DropListBox2 <> 0 Then
For contador = 0 To 1000
NumlIma$(contador) = contador
MNext contader
Begin Dialog UserDialog 330,126,"Namere de Imagen ' %GRID:10,7,1,1
Text 30, 14, 260, 14, "Iniciar la numeracién de las imagenes en:", . Textl
DroplastBox 120, 35, 70, 91, NumlIma(), .DropListBox]
PushButton 30, 91, 90, 21, "&Aceptar", PushButtonl
PushButton 200, 91, 90, 21, "&Cancelar", PushButton?
End Dialog
Dim Numlni As UserDialog
d = DialogM™NumIni)
Ifd =1 Then
Numlniciallmag = NumlIni DropListBoxl
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End If
Ifd =2 Then
GoTo AgregarReloj
End If
End If
EndlI

‘En esta seccidn se guardan los valores
Open "CAIPWin51\MNeurovision\Reloj.txt" For Qutput As #1
Print #1, Horlni.CheckBaoxl
Print #1, HotIni DropListBoxl
Print #1, HotIni DropListBox?2
Print #1, MumlIniciallmag
Cloze #1
End If
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Instrucciones de Programacion para Ia opcion de ia Integracion de Ias Imigenes

Ifb = 3 Then
On Error Resume MNext

El valor que se tomara st no se encuentra el archivo sera elegir la opadn del Argus con 64 1magenes.
Open "CAIPWin51\Neurovision\ Integracion.txt" For Input As #1
If Err = 10051 Then
Integra = 2
EBrr.Clear
Else

‘Bste seccidn se guardara el valor que se tenia anteriormente
Input #1, Integra
Resume Next
Begin Dialog UserDialog 620,301,"Integracion de las Imagenes" ' 9%GRID:10,7,1,1
Text 40,14,550,28,"Selecciona el ndmero de imagenes que tomaré el procesadar de imégenes <<Argus -10>>> para hacer la
integracién.", Text2
Text 40,42,430,14,"Selecciona <\<Sin Integracidn™ > =i no se va a utilizar esta opcidn.”,. Text4
Text 40,63,550,35,"Selecaiona <<Promedio con Image Pro™> para tener una imagen promediada con 10 imigenes. Al elegir
esta opcidn se elimina un poco de ruido de la imagen.",. Text5
GroupBox 50,112,170,133," Argus - 10", GroupBeoxl
GroupBox 250,112,290,49,"Sin Integracion”, GroupBox?2
GroupBox 250,182,290,63,"Image Pro",.GroupBax3
COptionGroup .Groupl
OptonButton 70,133,50,14,"16",.OptionButton1
OptenButton 70,175,50,14,"32",.OptionButton?
OptionButton 70,217,50,14," 64", OptionButton3
OptonButton 140,133,60,14,"128",.OpticnButton4
OptionButton 140,175,60,14,"256",.OptionButton5
OptoenButton 140,217,50,14,"512",. OpticanButtont
OptoenButton 290,133,120,14," 5in Integracién",. OptionButton?
OptienButton 290,210,220,14,"Pramedic con Image Pro",.OptionButton8
FushButton 160,259,100,28," 8 Aceptar", . PushButton1
PushButten 370,259,100,28,"&Cancelar" . PushButton?
End Dialog
Dim Inte As User[ialog
Inte.Groupl = Integra
c = Dialog (Inte)
If ¢=1Then
Open "CAIPWin51\Neurovision\ Integracion.tzt" For Cutput As #1
Datos = Inte.Groupl
Print #1, Datos
Close #1
End If
GoTo Video
End If
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Instrucciones de Programacion para Ia opcion de Agregar Posiciones

‘Botén Agregar Posiciones
Ifb = 4 Then
On Error Resume Next
Open "CAIPWin51\Neurovision\Posiciones.txt" For Input As #1

51 no se encuentra el archivo muestra que no bHene ninguna imagen guardada
If Brr = 10051 Then
Posiciones§(l) = "Ninguna"
Contador = 1
Err.Clear
Elze

‘En esta seccidn se guarda los valores del archivo en las variables
Contador =0
While Not EOF(1)
Centador = Contador+1
Input #1, NombrePos$({Contador)
Input #1, CoorX§(Contador)
Input #1, CoorY§(Contador)
Input #1, CoorZ$(Contador)
Posiciones} (Contador) = NombreFPos$(Contador) & " " & CStr (CoorX$(Contador)) & "," & CStr
(CoorY$(Contador)) & "," & CStr (CoorZ$(Contador)) & ™"
Wend
Close #1
End If

Resume Neaxt

Coordenadas:

“Se apagan las lamparas:
ret = IpIOProSetint IOPro_D_OUTPUT_VALUE,C,0,0)
ret = IpIOProSetInt I0Pro_D_OUTPUT_VALUE,C,1,0)

‘En esta seccidn se define la presentacidn de la ventana que se mostrard
Begin Dialog UserDialog 580,210," Agregar Posiciones" ' %GRID:10,7,1,1
Text 30,14,150,14, "Posiciones Guardadas", Textl
DropListBox 30,28,320,119,Posiciones§(),.DropListBox1
PushButton 380,21,160,21,"Guardar Posicidn", .PushButton 1
PushButton 380,42,160,21,"Eliminar Posicién", PushButton?
PushButton 380,63,160,21,"Eliminar Todas", PushButton3
GroupBox 50,98,470,56," Imagen Previa", GroupBoxl
PushButton 90,119,160,21,"Mostrar Imagen Previa', PushButton4
PushButton 310,119,160,21," Ocultar Imagen Prewvia", PushButtonb
PushButton 160,161,90,21," Aceptar”, PushButtoné
PushButton 310,161,90,21,"Cancelar", PushButton7
End Dialog
Dim FormAgreCoor As UserDialog
FormAgreCoor.DropListBexl =0
¢ = Dialog (FormAgreCoor)

‘En esta secadn se guarda la mformacidn de la posicion
Ifc = 1Then
‘En esta seccidn se muestra la imagen de la posicidn que serd guardada.
ret = IpICPraSetint IOFro_D_CQUTPUT_VALUE00,1)
ret = IpAcqControl(800, 1, IphNull)
ret = IpAcqControl(801, 1, IphNull)
ret = IpAcqgShow(ACQ_LIVE, 1)
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‘En esta seccidn se pide que se de el nombre de la posicidon
Begin Dialog UserDialag 390,98," Nombre de la Posicion" ' %GRID:10,7,1,1
TextBox 30,28,330,21,. TextBox1
Text 30,14,150,14,"Nombre de la Posicidn:", Textl
PushButton 140,70,90,21," & Aceptar", PushButton1
End Dialog
Dim FormIMNembre As UserDialog

If Posiciones$(1)<>"Ninguna" Then
Contador = Contador + 1
End If
FormNombre. TextBox1$ = "Posicién & CStr (Contador)
Dislog FormMNombre
ret = IpDocGetPosition (docsel_active, inf__xposition, 0, PosX)
ret = IpDocGetPaosition (docsel_active, inf_yposition, 0, PosY)
ret = IpDocGetPosition (docsel_active, inf_zposition, 0, PosZ)
Pos¥.Posiion = (PesE Posiion-20000) /1000
Pos¥.Position = (PosY.Position-20000) /1000
PosZ.Position = (PosZ.Position) /1000
Posiciones}) (Contador) = FormMNombre. TextBox1§ & " (" & CStr (PosX.Position) & "," & CStr (PosY . Position) & "," &
CStr (PosZ Position) & "
NombrePos$§(Contador) = FormNombre. T'extBox1§
CoorX§(Contador) = CStr (Pos¥.Position)
Coor¥§({Contador) = CStr(FosY.Position)
CoorZ$Contador) = CStr(PosZ Position)
ret = IpICPraSetint IOFro_D_CQUTPUT_VALUE0,0,0)
ret = IpDocClose()
GoTo Coordenadas
End If
End If

'En esta seccidn se elimina pasicién elegida
If ¢ =2 Then
For Contador? = FormAgreCoor.DropListBox1+1 To Contador
NombrePos$(Contador?) = NombrePos$(Contador2+1)
Coor¥$(Contador?) = CoorX$(Contador2+1)
CoorY$(Contador?) = CoorY§(Contador2+1)
CoorZ$(Contador?) = CoorZ$(Contador2+1)
Posiciones}(Contador?) = Posiciones§(Contador2+1)
MNext Contador?
Contador = Contador-1
GoTo Coordenadas
End If

'En esta seccidn se Eliminar Todas las Posiciones
If ¢ = 3 Then
For Contador2 = 1 To Contador
Posiciones}(Contador2) = ""
NombrePos$(Contador2) ="
Coor¥$(Contador?) ="
CoorY$(Contador2) = "
CoorZ$(Contador2) = ""
MNext Contador?2
Contador = 1
Posiciones§(1) = "Ninguna"
CoorX$(1) ="0"
Coor¥§(ly ="0"
CoorZ$(y ="0"
GeoTe Coordenadas
End If

'Guardando en el archivo nuevos valores de pasiciones
Ifc =6 Then
Open "CAIPWin51\Neurovision\ Posiciones.txt" For Output As #1
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For Contador? = 1 To Contador
Print #1, NombrePos§{Contador2)
Print #1, Coor¥$(Contador?)
Print #1, CoorY§(Contador2)
Print #1, CoorZ§(Contador?2)
ret = IpIOFProsetInt(IOpRO_D_OUTPUT_VALUE,0,0,0)
tet = IpICProsetintICpRCO_D_OUTPUT_VALUE,(,1,0)
ret = [pDocClosal)
Next Contador2
Close #1
GoTe Video
BEnd If
GoTa Video
End If
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Instrucciones de Programacion para Iz opcion de Agregar Imigenes

‘Agregar propiedades de archivos guardados

Ifb = 5Then
Agregarlmagenes:
ret = IpICPraSetint IOPro_D_CQUTPUT_VALUE0,0,0)
ret = IpIOProSetInt (IOPro_D_OUTFUT_VALUE,(,1,0)

‘En esta seccién se cargan todas las posiciones guardadas
On Error Resume Next
Open "CAIPWin51\Neurovision\Posiciones.txt" For Tnput As #1
If Err = 10051 Then
Posiciones§(l) = "Winguna"

Contador = 1
Err.Clear

Else
Contador =0
While Not EOF(1)

Contador = Centador+1
Input #1, NombrePos$(Contador), CoorX§(Contador), CoorY§(Contador), Caor’Z$(Contador)
If NombrePos§(1) = "Ninguna" Then
Posiciones$ (1) = "Ninguna"
Contador = 0
Else
Posiciones$ (Contador) = NombrePos§(Contador) & " (" & CStr (Coar¥$(Contador)) & "," & CStr
(CoorY$(Contador) & "," & CStr (Coor’Z$(Contador)) & "
End If
Wend
Close #1
End
Resume Next

‘En esta secadn se cargan todas las imagenes guardadas
On Error Resume Next
Open "C:A\IPWin51\Neurovision' Imagenes2.tzt" For Input As #1
IfErr = 10051 Then
Imagenes$(1) = "Ninguna"
Contador2 =0
Brr.Clear
Else
Contador2 =0
While Not BEQF(1)
Centador? = Contador2+1
Input #1, NombreIma$(Contador?)
Input #1, Directeriolma$(Contador?)
Input #1, Coordenada¥$(Contador?)
Input #1, Coordenada¥$(Contador2)
Input #1, CoordenadaZ§(Contador?)
Input #1, LuzVisible$(Contador?2)
Input #1, LuzFluorescentef(Contador?)
Input #1, ImagenFluorescente$(Contador?)
Input #1, FilroNum1$(Centador2)
Input #1, FilroNum?2$(Centador2)
Input #1, FiltroNum3$(Contador2)
Input #1, FilroNum4§(Contador?)

Input #1, Arriba$(Contador?)

Input #1, AbajofContador?)

Input #1, Distancia§{Contadoer?)

If Mombrelma$(1y =""y Then
Imagenes$(1) = "Ninguna"
Centador2 =0
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Else

Imagenes$ (Contador2) = Nombrelma$ (Contador?) & " (" & CStr (CoordenadaX$(Contador2)) & "," & CStr
(Coordenada¥$Contador2)) & "," & CStr (CoordenadaZ$(Contador?)) & ™M"

BEnd If

Wiend

Close #1

End If
Resume Next

‘En esta seccidn se prepara para mostrar el formato de la ventana principal
Ventanafgregarlmagenes:

ret = IpICPraSetint IOFro_D_CQUTPUT_VALUE0,0,0)

ret = IpIOPraSetint IOPro_D_CUTFPUT_VALUE(G,1,0)

‘En esta seccidn se muestra la ventana principal para agregar las imagenes que se desean
Begin Dialog UserDialog 530,273," Agregar Iméagenes" ' %0GRID:10,7,1,1
GroupBox 10,7,520,63,"Posiciones Guardadas", GroupBox1
DropListBox 20,28,350,112,Posiciones§(), DropListBox1
PushButton 390,28,120,21,"Mover", PushButtonl
GroupBox 10,84,510,77,"Imagenes Agregadas", GroupBoz2
DropListBox 20,105,340,70,Imagenes$(),. DropListBox2
PushButton 390,98,120,21," Agregar Imagen", PushButton?2
End Dhalog
Dim ForAgrlma As UserDialog
¢ = Dialog (ForAgrlma)

Tnstrucciones para Mover Posicidn ala posicién elegida

Ifc =1 Then
PosicionX = CoorX(ForAgrIma DroplistBoxl+1)
PosicionY = Coor¥ (ForAgrlma DropListBoxl+1)
PosicionZ = CoorZ(ForAgrIma. DrcpListBox1+1)
ret = IpICPraSetint(IePRO_D_OUTPUT_VALUE, 0,0,1)
ret = IpAecqShow(ACQ _LIVE, 1)
ret = IpStageX Y (PosicionX, Posicion)
ret = IpStageZ (PosicionZ)
GoTo VentanaAgregarlmagenes

End If

‘Instrucciones para Agregar Imagen
Ifc =2 Then
ret = IpIOProSetintIoPRO_D_OUTPUT _VALUE, 0, Lampara ,1)
ret = IpAcgShow(ACQ_LIVE, 1)

‘En esta secaidn se establece el formato de la ventana de las propiedades de la imagen
AgregarlmagenMNueva:
Begin Dialog UserDialog 580,364, " Propiedades de la Imagen a Guardar" ' %GRID:10,7,1,1
GroupBox 20,7,400,49,"Nombre",.GroupBoxl
TextBox 40,28,360,21, TextBox1
GroupBox 20,56,400,56, " Directorio", GroupBox?2
TextBox 40,84,360,21,. TextBox?
GroupBox 20,119,540,140, " Tipo de luminacién", GroupBaxa
CheckBox 50,140,110,14,"Luz Visible", CheckBoxl
CheckBox 50,161,140,14,"Luz Fluorescente",.CheckRox2
GroupBox 80,175,210,63," Imagen en Luz Fluorescente", GroupBoz4
CptionGroup .Groupl
OptionButton 130,196,150,14," Utilizar esta imagen",.OptionButtonl
OptionButten 130,217,100,14,"Mover foco",.OptionButton?
GroupBox 310,175,220,63,"Filtros", GroupBox5
CheckBox 320,196,90,14,"Filtro #1",.CheckBox3
CheckBox 320,217,90,14,"Filtro #2",.CheckBox4
CheckBox 420,196,80, 14, Filtro #3", Check Box5
CheckBox 420,217 80,14, " Filro #4", Check Box6
GroupBox 20,266,540,77,"Desplazamiento en foco (Flano 2)",. GroupBox6
Text 30,294,100,28,"# de Imégenes hadia arriba", Textl
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DropListBox 130,294,60,70,ArribaF(), DropListBox1
Texzt 200,294,110,28,"# de Imagenes hacia zbajo", Text2
DroplistBox 300,294,60,70,AbajoF(),.DropListBox?2
Texst 370,294,110,28,"Desplazamiento (um)",. Text3
DropListBox 480,294,60,70,Distancial(), DropListBox3
PushButton 470,14,90,21," Aceptar”, PushButton 1
PushButton 470,70,20,21," Cancelar",.PushButton?

End Dialog

Inm FormProp As UserDialog

FormProp. TextBoxl§ = "Imagen" & CSng (Contador 2+1)

FormProp. TextBox2§ = "D:\"

FormProp.CheckBeoxl =1

FormProp.CheckBox2 = 0

FormProp.Groupl =1

FormProp.CheckBox3 = 1

FormProp.CheckBox4 =0

FormProp.CheckBoxb = 0

FormProp.CheckBoxt = 0

FormProp.DropListBoxl = 0

FormProp.DropListBox2 = 0

FormProp.DropListBox3 = 0

d = Dialog (FormProp)

ret = IpDocGetPositon (docsel_active, inf_xposition, 0, PosX)

ret = [pDocGetPosition (docsel_active, inf_yposition, 0, PosY)

ret = IpDocGetPosition (docsel_active, inf_zpasition, 0, PosZ)

Pos¥ Position = (FosX Posiion-20000) /1000

PosY Position = (Pos¥ . Position-20000) /1000

PasZ Position = (PosZ Position) /1000

ret = IpICOProSetintIoPRO_D_OUTPUT VALUE, 0, Lampara ,0)

ret = [pDocClosal)

‘En esta seccidn se guardan todeos los valores en el archivo

Ifd =1Then
Contador 2 = Contador 2 + 1
Nombrelma$(Contador 2) = FormProp. TextBoz1§
DirectorioImaf(Contador 2) = FormProp. TextBox2$
CoordenadaX$(Contador 2) = Datos
Coordenada¥$(Contadar 2) = Datos
CoordenadaZ$(Contader 2) = Datos
Coordenada¥$({Contador 2) & """ & CoordenadaZ$(Contador 2)
LuzVisible§(Contador 2) = CSngFormProp.CheckBox1)
LuzFluorescenteﬂ(Contador 2) = CSng(FormProp.CheckBox?)
ImagenFlucrescentef(Caontador 2) = CSng(FormProp. Groupl)
FiltroMNum1$(Contador 2) = C8ng(FormProp.CheckBoxz3)
FiltroNum?2$(Contador 2) = CSng(FormProp.CheckBoxz4)
FﬂtroNum3$(Contador 2y = CongFormProp.CheckBoxb)
FilroMNum4§(Contador 2) = CSng(FormProp.CheckBoxb)
AHibaﬁ(Contador 2) = Cong(FormProp.DropListBoxl)
Abajo$(Contader 2) = CSng(FormProp. DropListBoxZ)
Distancia§(Contador 2) = C8ng(FormProp.DropListBox3)
Imagenes$(Contador 2) = Nombrelma$(Contador 2) & " (" & CoordenadaX$(Contader 2) & "," &

Coordenada¥§(Contador 2) & "," & CoordenadaZ$(Contador 2) & "
BEnd If
GoTo VentanaAgregarImagenes
End If
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Instrucciones de Programacion para el Cambio Automaitico de Filtro

Mover Filtros:

‘Instrucciones para ir al origen v al filtro nimero 1
ret = IpStageX ¥(0.0000,0.0000)
ret = IpStageZ(0.0000)
MoverFiltre = 1 - Filtro Ant
If MoverFiltto < O Then
Dar sentido de reversa al intercambiador de filtros
ret = IpIOProSetintIoPRO_D_OUTPUT_VALUE, 0, 3, 1)
MoverFiltro = MoverFiltro * (-1)
Else
Dar sentido de positivo al intercambiader de filtros
ret = IpICProSetint(IePRO_D_OUTFUT_VALUE, 0, 3, 0)
End If
If MoverFiltto > 1 Then
ret = IpIOPraSetint(IePRO_D_OUTPUT_VALUE, 0, 4, 1)
End If
Select Case UCaseMoverFiltro)
Case O
Esta en el filoo nimero 1
tet = IpICProSetintToPRO_D_QUTPUT_VALUE, 0, 4, O)
Case 1
‘Se tiene que mover un filtro para llegar a la filtro deseado. Mantiene por 15 segundos 1a sefial
Wait (15)
Case 2
‘Se tlene que mover dos filtro para llegar a la filtro deseado. Mantiene por 30 segundos la seflal
NWait (30)
Case 3
SHait (45)
End Select
FiltreAnt =1
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Instrucciones de Programacion para Quitar Ia imagen de Fondo

QuitarFondoalasImagenes:
QuitarFondoalasImagenes: = 0
Open "CAIPWin514 Neurovision \Nombredelmagenes.t=t" For Input As #1
Contador =0
While Not EOF(1)
ChitarFondoalasImagenes: = QuitarFondoalasImagenes: + 1
Input #1, NombreArchivoParte1§(QuitarFondoalasImagenes:)
Input #1, NombreArchivoParte2$(QuitarFondoalasImagenes:)
Input #1, NombreArchivoParte3§(QuitarFondoalasImagenes:)
NombreArchive§(QuitarFondaoalasTmagenes)) = NombreArchivoParte1§(QuitarFondoalasTmagenes:) &
NambrefrchivoParte2§(QuitarFondoalaslmagenes:) & NombreArchivoParte3$(QuitarFondoalaslmagenes:)
NombrefrchivolModificado$(CQuitarFondoalaslmagenes:) = NombreArchivoPartel§ (QuiterFondoalasImagenes:)
& "P_" & MNombreArchivoParte?$§(QuitarFondoalasImagenes:) 8& NombreArchivoParte3$(QuitarFondoalaslmagenes:)
Wend
Close #1
End It
For i = Numlniciallmag To Repeticiones + NumlIniciallmag + 1)
For Contador = 1 To QuitartFondoalaslmagenes:
Archive = NombreArchivoﬁ(Contador)
ArchivoModificado = NombreArchivoModificado$(Contador)
Ifi < 10 Then
Archivo = Archivo & "000" & CStr(d) & ".tif"
ArchiveModificado = ArchivoModificado & "000" & CStr@) & ".uf"
End If
Ifi > 9 Andi < 100 Then
Archive = Archivo & "00" & CStr() & ".tf"
ArchivoModificado = ArchivoModificado & "00" 8 CStr(D) & ".Hf"
End If
Ifi > 99 Andi < 1000 Then
Archivo = Archivo & "0" & CStr{) & ".4af"
ArchiveModificado = ArchiveModificado & "0" & CS5t(d) & ".af"
End If
Ifi > 999 Then
Archive = Archive & CStr) & ".tf"
ArchivoModificado = ArchivaModificado & CStrd) & ".tf"
End If
If Leftf(NombreArchivaParte3$(Contador),5) = "_Fluo" Then
ret = IpWeload("C:A\IPWin51\Neurovision \ Fondo Vis.uf", "TTE")
IfMid§NombreArchivoParte3$ (Contador),13,1) = "1" Then
ret = IpWeLload("C:AIPWANS 1\ Neurovision\ FondoFilro 141", "TIF")
End If
IfMid§NombreArchivoParte3$ (Contador),13,1) = "2" Then
ret = IpWsLoad{"C:\IPWin51\Neurovision Y FondoFilro2.4f", "TIF")
End If
If Mid§(WNombreArchivoParte3$ (Contador),13,1) ="3" Then
ret = IpWeload("C:\IFPWin51\Neurovision\ FondoFiltro3.4f", "TIEF")
End If
IfMid§NombreArchivoParte3$ (Contador),13,1) = "4" Then
ret = IpWsLoad{"C:\IPWin51\Neurovision Y FondoFiltro4.af", "TIF")
End If
Else
ret = IpWeload("C:A\IPWin51\Neurovision \ Fondo Vis.uf", "TTE")
End If
tet = IpWeload(Archivo," " TTF™
‘Con esta instruccidn resta la imagen que se tiene la imagen de fondo
ret = [pOplmageArithmetics(0, 100.0, OPA_SUB, O
'Guardar Imagen
ret = IpWaSaveAs(ArchiveModificado, "TIF")
ret = IpAppClose All()
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Instruecciones de programacion para poner el cronometro.

PonerLineadeTiempo:

If Cronometro = 1 Then
ret = IpWsLoad (ArchivoModificado,"TTF")
'Delimitando espacio para copiat
ipRect.Left =0
ipRect.top = 0
ipRect.Right = 510
ipRect.bottom = 479
ret = IpAoiCreateBox(ipRect)
ret = [pWsCopyi()
ret = IpAppCloseAll()
'Crear nueva imagen con nuevo tamafio
ret = [pWsCreate(511, 521, 300, IMC_GRATY)
'Poner fondo al rectingulo inferior
ret = IpAnCreateObj(GO_OBJ_RECT)
ret = IpAnhowe(0, 0, 430)
ret = IpAnMowe (5, 510, 520)
ret = [pAnActivateObjlD(B)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_RECTSTYLE, GO_RECTSTYLE_MNOBORDER_FILL)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_PENCCOLOR, 0)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_BRUSHCOLOR, 0
'Pegar imagen
ret = IpWWsPaste(0,0)
ret = IpAnBurn()
ret = IpWsSaveAs{ArchivoModificado, "TTF")
ret = IpAppCloseAll()
‘Creando Etiqueta del Relgj
Segundo = Segundo + (CSng(TSegundoCic) * (1))
Minuto = Minuto + (CSng(TMinutoCic) ™ (1))
ClegF:
If Segundo = 59 Then
Segundo = Segundo - 60
Minuto = Minuto + 1
GoTo ClegF
End If
ChinF:
If Minuto < 10 Then
Etiqueta = "0" & CStr(Minuto)
End If
If Minuto » 9 And Minuto < 60 Then
Etiqueta = CStrilinuto)
End If
If Minuto > 59 Then
Minuto = Minuto - 60
Hora = Hora + 1
GoTo CMinF
End If
CHorF:
If Hora < 10 Then
Etiqueta = "0" & CStr(Hora) & " & Etiqueta
Else
Etiqueta = CStr(Hora) & " & Etiqueta
End If
ret = IpWsLoad (ArchiveModificado,"TIF")
'Crear texto con la etiqueta de la linea de tiempo
ret = IpAnCreateObj{GO_COBJ_TEXT)
ret = IpAnhowe(0, 6, 481)
ret = IpAnMowe(5, 160, 521)
ret = IpAnText(Etiqueta)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_FONTSIZE, 40)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_FONTBOLD, 700)
ret = IpAnSetFontMName("Bookman Old Style™)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_TEXTAUTOSIZE, 1)
ret = IpAnSet(GO_ATTR_BRUSHCOLOR, 0
ret = IpAnSet(GO_ATTR_TEXTCOLOR, 16777215)
ret = [pAnBurn()
ret = IpWsSaveAs(ArchivoModificado, "TIF")
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ret = IpAppCloseAll()
Etiqueta = ""
Segundo =0
Minuto = 0
End If
Mext Contador
Mext i

End IF

Instrucciones de programacion para recortar una Imagen

Cortarlmégenes:

ret = IpWsLoad(ArchiveModificads,"TIF")
Delimitando espacic para copiar
ipRectLeft =738
ipRecttop =0
ipRectRight = 589
ipRectbottom = 479
ret = IpAoiCreateBox(ipRect)
ret = [pWsCopy()
'Crear nuevo archivo con la imagen deseada
ret = [pWeCreateFromClipboard()
ret = IpDocMave(s, 24)
ret = IpWaSaveAs(ArchiveModificado, "TTF"
ret = IpWsConvertlmage(IMC_GRAY, conv_scale, 0, 0, 0, O)
ret = IpWaSaveAs(ArchiveModificado, "TIF")
ret = [pAppCloze AlL()
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