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1 Introduccion

La salud es uno de los principales factores de bienestar de la poblacién y cada afio los costos
de atencién médica en México van en aumento (OECD, 2017), una de las causas es que
algunos diagndsticos de enfermedades requieren material de biopsia y son cominmente
realizados por especialistas, quienes tienen que estar presentes para visualmente
inspeccionar el tejido, ademas de que en ocasiones se requieren diferentes opiniones para
descartar posibles falsos positivos o negativos; en estos casos los cortes histoldgicos deben
transportarse comprometiendo su integridad, por lo que se opta por transportar al paciente

y tomar una nueva muestra.

Este problema podria solucionarse si se observara la muestra mediante una computadora
sin necesidad de tenerla fisicamente. Los términos “microscopia virtual” y “telepatologia”
suelen confundirse cominmente. La telepatologia dindmica se refiere a la operacion
robdtica remota de un microscopio y la transmisién del video en tiempo real. En contraste,
la microscopia virtual consiste en usar tecnologia de obtencién de imagenes para digitalizar,
guardar y observar cortes. El espectro de aplicacion de la telepatologia es limitado por su
calidad de “en vivo” y ser controlada por un solo usuario (Lundin, Lundin, & Isola, 2004),
mientras que un corte histoldgico virtual puede ser examinado por multiples médicos en un

menor tiempo.

En la actualidad los sistemas capaces de hacer microscopia virtual o telepatologia son
usados solamente por paises de primer mundo, o solamente en casos muy especificos por
su elevado costo, por ejemplo, un sistema de movimiento automatizado para microscopios

de la empresa Thorlabs (MLS203-1 y BBD202)tiene un precio de aproximadamente $10,000



USD (Thorlabs, 2018), aunado a los costos del sistema de toma de imagenes, las licencias

de los softwares de procesamiento y el microscopio en si mismo.

Muchos de los sistemas actuales de bajo costo presentan pequefios inconvenientes, por
ejemplo, los que usan dpticas convencionales requieren un nivel de habilidad significante
para ser operados; aunque los que utilizan opciones mas econdmicas no estan exentos de
fallas, el movimiento manual de las muestras ha sido citado por Bogoch et al., por ejemplo,
como uno de los factores limitantes en el desempefo de diagndstico con microscopios

basados en celulares. (Ephraim RK, 2015).

En este proyecto se continua con los esfuerzos que han realizado todas estas personas con
anterioridad, desarrollando un microscopio de bajo costo que tenga los requerimientos
necesarios para llevar a cabo microscopia virtual, totalmente automatico, facil de usar y con

un costo que no supere los $1000 USD.

La principal ventaja del sistema propuesto es que en lugares de bajos recursos, las muestras
pueden ser tomadas localmente para luego ser enviadas a un médico especializado sin
necesidad de viajar largas distancias para tener un diagndstico. Sin embargo, la utilidad
depende mucho de su costo-beneficio y simplicidad. En un entorno de bajos recursos, el
sistema deberia de ser lo suficientemente barato para usarse ampliamente en campo,

ademas de sencillo de manejar para que cualquier persona pueda operarlo.



2 Objetivo general

Crear un microscopio Optico de bajo costo capaz de generar imdgenes de la calidad

necesaria para hacer diagnéstico clinico.

3 Objetivos especificos

Obtener imagenes con una resolucién espacial de 1.5 pm x 1.5 um.

Desarrollar software para control de movimiento en 2-D, con resolucién de paso de 0.5 mm.
Disefiar una fuente de luz que proporcione iluminacién uniforme sobre la muestra.

Hacer la reconstruccion de la imagen global de la muestra.

Evaluar las imagenes obtenidas.



4 Microscopios opticos

4.1 Microscopio 6ptico compuesto

La principal funcién de un microscopio es observar objetos cercanos aumentando su
tamafio aparente, esto se logra al colocar el objeto (0,) entre la distancia focal (f) del
objetivo y dos veces esta distancia (2f), de esta manera se forma una imagen real, invertida
y aumentada del objeto. Esta imagen (I;) funciona como el “nuevo” objeto (0,) para el
ocular que formard una imagen (I,) de este “nuevo” objeto. El ojo al mirar a través del
ocular formara a su vez, a través del cristalino (la lente dentro del o0jo), una nueva imagen
(I3) sobre laretina. Ahora bien, es conveniente que el ojo funcione como “ojo relajado” para
lo cual es necesario que la imagen I, formada por el microscopio esté localizada en infinito
(Figura 4.1), ya que normalmente los musculos ciliares que son responsables de modificar
la forma del cristalino se encuentran relajados al observar objetos lejanos que se consideran

en el infinito, y asi se evitan esfuerzos en los ojos.

Objeto en infinito Cristalino

Figura 4.1 El cristalino relajado enfoca los rayos provenientes de un objeto en infinito sobre la retina del ojo.
De tal manera que para que funcione como ojo relajado es necesario que el plano focal del
ocular coincida con la posicion del objeto O, (Figura 4.2.a). Con este arreglo el observador

verd una imagen ampliada del objeto (Hecht, 2015).



En la Figura 4.2.b se muestra el trazo de rayos de un microscopio éptico compuesto
simplificado en el que la muestra se encuentra entre f y 2f de la primera lente (objetivo),
pero con fines demostrativos y para poder ser entendido de mejor forma, la imagen real
producida se coloca a menor distancia que la distancia focal del ocular; al hacer el trazado
de rayos se puede ver claramente que el observador ve una imagen virtual invertida y

aumentada de la muestra.

(b) -

Figura 4.2 Trazo de rayos de un microscopio compuesto simple, con salida al infinito (a) y salida ligeramente divergente

que ayuda a ejemplificar el aumento en el tamafio de la imagen (b).

4.2  Amplificacion
Para el microscopio dptico compuesto mostrado en la Figura 4.2.a, se tiene que el objeto
estd localizado a una distancia S, y la imagen a una distancia S;. La amplificacién transversal

de la primera imagen I; estd dada por:

MT = —— (4.2)

La imagen formada por el lente objetivo ahora funciona como objeto para la segunda lente,
el ocular, que forma su imagen localizada en infinito. El ojo al observar a través del ocular
enfoca la imagen localizada en infinito sobre la retina. La amplificacién angular de la lente

ocular, de acuerdo con Hecht (2015), esta dada por:



_ 25cm

MA = (4.2)
focular
La amplificacion total del microscopio es:
M = MT x MA (4.3)

4.3 Dos tipos de objetivos
Los objetivos de microscopio estan divididos en dos grupos, conjugado infinito y conjugado
finito, cada uno con sus ventajas y desventajas, los cuales deben usarse de acuerdo con el

tipo de microscopio a construir.

4.3.1 Objetivos estandar: Conjugados finitos

Para el caso de los microscopios épticos compuestos, la mayoria de los objetivos estandar
obedecen al Deutsch Industre Norma (DIN, por sus siglas en inglés). El estandar DIN tiene
una distancia de 160mm de la brida del objetivo a la brida del ocular (esta distancia se
conoce como longitud del tubo dptico). El otro estandar es el Japanese Industrial Standard,
o JIS por sus siglas en inglés. El estdndar JIS tiene una distancia de 170mm de la brida del

objetivo a la brida del ocular (Malacara-Doblado & Téllez-Quifiones, 2017).

Estos objetivos tienen la funcién de formar la imagen del objeto a una distancia, como lo
dice su nombre, finita. Cuando un punto es la imagen de otro punto se les llama puntos
conjugados, por lo tanto, podemos decir que estos objetivos estan disefiados para
conjugados finitos (Figura 4.3). La distancia particular a través del sistema es caracterizada
por el estandar DIN o JIS; todos los microscopios de conjugados finitos entran en cualquiera

de estos dos estandares (Edmund Optics, 2011).

Figura 4.3 Diagrama de rayos de un objetivo de microscopio de conjugados finitos.



La ventaja que presentan estos objetivos es que se pueden crear sistemas &pticos
facilmente con tan solo montar el objetivo y asegurarse de colocar el ocular o el detector a
la distancia que dicta la norma por la que se rige (Figura 4.4). Esto hace que la fabricacién
de un microscopio con estos objetivos sea muy econdmica, ya que tan solo hace faltan los
dos componentes criticos, el objetivo y el detector, ademas del tubo fisico donde se alojan

los componentes.

Figura 4.4 Trazo de rayos que representa un objetivo de microscopio de conjugados finitos sequido de un lente ocular que

colima los rayos al infinito para que estos sean vistos con un ojo relajado.

La desventaja de estos objetivos es que estan disefiados para montarse en microscopios
con un tubo éptico de longitud especifica, por lo que si se deseara agregar otros
implementos dpticos al sistema (polarizadores, retardadores, filtros, etc.) se tendria que
redisefiar todo el montaje para que las distancias y planos focales volvieran a ajustarse al

ensamblaje original, o modificarlo para adaptarse a las nuevas dimensiones dpticas.

4.3.2 Objetivos con un conjugado infinito.

Cuando se hace un sistema 6ptico con un conjugado en infinito, se tiene una fuente puntual
a una distancia finita que es colimada por el sistema hacia el infinito. En un objetivo
conjugado infinito, el punto es el objeto bajo inspeccién y el infinito apunta hacia el ocular,
o al sensor si se usa una camara (Figura 4.5). Este tipo de disefio moderno utiliza una lente
de tubo adicional entre el objetivo y el ocular para producir una imagen como se observa

en la Figura 4.6 (Edmund Optics, 2011).

Figura 4.5 Diagrama de rayos que representa un objetivo de microscopio de conjugados infinitos, a la izquierda la
muestra a una distancia finita y a la derecha los rayos que salen hacia el infinito.
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Figura 4.6 Con los rayos colimados proviniendo desde el objetivo de conjugados en infinito desde la izquierda, la lente de
tubo los enfoca a un punto finito donde pueden ser proyectados en un detector o usados como objeto para una lente
ocular.

El uso de este tipo de objetivos permite la utilizacién de componentes dpticos adicionales,
como polarizadores, filtros y otros componentes que sirvan para ayudar a analizar la

imagen.

Los sistemas 6pticos disefiados con este principio pueden variar la magnificaciéon de manera
rapida, ya que ésta depende de la relacion que hay entre la distancia focal del lente de tubo
y la distancia focal del objetivo; incrementando o disminuyendo la distancia focal del lente

de tubo cambia la magnificacidn del sistema (Edmund Optics, 2011).

La gran desventaja es que cada que se requiere cambiar la amplificacion se tiene que

cambiar la lente de tubo que es, por mucho, el componente de mds alto costo del sistema.

4.4  Microscopio 6ptico sin ocular

Para el prototipo de la presente tesis se usd un objetivo de microscopio disefiado para un
microscopio dptico compuesto, pero en lugar del ocular se colocéd directamente el sensor
CMOS (semiconductor complementario de 6xido metdlico, por sus siglas en inglés) de una

camara en el plano focal del objetivo, formandose aqui la imagen aumentada de la muestra.

4.5 Resolucion del objetivo

La resolucién del objetivo esta dada por el limite de difraccién:

0.611
_ 264 44
"TAN (4.4)

siendo r la distancia minima entre dos puntos distinguibles, A. N. la apertura numérica del

objetivo y A la longitud de onda utilizada para iluminar la muestra (en este caso 550nm ya



gue, bajo condiciones normales de iluminacién, el ojo humano es mas sensible a la luz
verde-amarilla correspondiente a esta longitud) (Warren J., 2000). La seleccién de la
apertura numérica del objetivo de microscopio determinard la resolucién de los objetos

mas pequefios que podemos observar.

La aplicacién del microscopio desarrollado en la presente inicialmente fue para la
observacion de huevos de helminto, que tienen un tamafio entre 30 y 150 micras como se
muestra en la Figura 4.7 (Prats, 2005), siendo necesario observar la estructura interna. Por
otro lado, se requeria poder observar el mayor campo posible. Un objetivo de microscopio
10X con una apertura numérica de 0.25 alcanza una resolucién de 1.4 micras si se toma la
longitud de onda de la luz de 550nm. Por otro lado, un objetivo de microscopio 20X con
una apertura numérica de 0.4 alcanza una resolucién de 0.9 micras para la misma longitud

de onda. Por lo que se decidid trabajar con estos dos objetivos de microscopio.
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Figura 4.7 Morfologia y tamaiio de huevos comunes de helminto (Prats, 2005)

Sin embargo, la resolucion del sistema no solo estd restringida por el objetivo de
microscopio, y con el fin de asegurar que el sistema completo tuviese el poder de resolucién
que se necesita, se debid calcular también la resoluciéon que el sistema de obtencion de

imagenes podia proporcionar. Esto se analizard mas adelante en la seccién 7.
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4.6 Campo de vision
Normalmente un microscopio convencional tiene un campo de vision (FOV, por sus siglas

en inglés) definido por el cociente de la magnificacion del objetivo y el diafragma del ocular:

Dlafragmaocular

FOVobjtivo—ocular = (4.5)

Magnificacion,pjetivo

Pero dado que el sistema proyecta directamente la imagen sobre una camara, se usa la
ecuacién 4.6, la cual describe las longitudes tanto horizontal, vertical como diagonal del

sensor usado.

_ Tamanlo .del ‘s,ensorx,y,d (4.6)
Magnificacion,pjetivo

FOVobjetivo—cémara

Como se explicara en el capitulo 7, en la presente se probaron dos diferentes sensores, el
del médulo de cdmara de Raspberry y un sensor dedicado de The Imaging Source (TIS, por
sus siglas en inglés). Por lo tanto, en la Tabla 4.1 se muestra la comparativa de los campos

de visidn de ambos aparatos con un objetivo 20x:

Tabla 4.1 Comparacion de los campos de vision de dos distintos sensores al usar un objetivo 20x

FOV Moédulo Raspberry Sensor DFM 72BUC02-ML
FOV,, o _ 3691.5um FOVor _ 5702.4um
Horizontal jeCl‘UO camara 20x ab}etwo camara zox
= 184.5um = 285.12um
FOV,y i o _ 2777.6um FOVor o _ 4276.8um
Vertical jetivo—camara 20x abjetivo—camara 20x
= 138.88um = 213.84um
FOV,posivn o _ 4619.7um OV _ 7128um
Diagonal ]etwo camara ZOX ab]etwo camara ZOX
= 230.9um = 356.4um
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Como se puede observar en la Tabla 4.1, el campo de vision aumenta proporcionalmente
con el tamariio del sensor que se use y disminuye a medida que se aumenta el poder de
magnificacion del objetivo, como se mencionara mas adelante, estas fueron caracteristicas

tomadas en cuenta para la eleccion de la cdmara.
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5 Sistema de iluminacion

La iluminacién adecuada de la muestra es crucial para lograr imagenes de alta calidad en la
microscopia (Davidson & Abramowitz, 2002), y aln mas en la microscopia virtual, por esto
la busqueda de un sistema de iluminacién fue una de las tareas primordiales en este

proyecto.

5.1 lluminacion con una lampara led?!

Teniendo en cuenta que el sistema de iluminacién podria ser el que mas potencia eléctrica
consumiera, se buscd limitar el gasto de potencia a menos de 5 Watts (W), que es la mitad
del total que puede proporcionar el Power Bank (banco de poder) USB que se usé para
alimentar el sistema (5V X 24 = 10W). Como primera aproximaciéon al problema se
decidié usar una ldmpara led USB cuyo consumo de corriente era de 14, por lo que se ajusta
a las necesidades del proyecto. Se iluminé una muestra, que en este caso era una carta de

resolucién dptica desarrollada por la USAF (United Stated Air Force, por sus siglas en inglés).

Puede observarse en la Figura 5.1 que la imagen presenta un gradiente circular de blanco a
rosa, desde el centro hasta las orillas. Al notar esta falta de homogeneidad se buscaron

diferentes alternativas.

1 Hasta 2001, el término se escribia en espafiol como una sigla: con mayusculas y sin plural (un LED, dos LED). Fue aceptado como sustantivo
comun por la Asociacion de Academias de la Lengua Espafiola en el Diccionario de la lengua espafiola. Su plural es «ledes» (asi
como el plural de «red» es «redes». No se escribe mas como acrénimo (LED), de manera analoga a las palabras
lexicalizadas laser (plural laseres) no se escribe mas como el acrénimo inglés LASER (light amplification by stimulated emission of
radiation: ‘amplificacion de luz por emision estimulada de radiacion’) o radar (plural radares) ya no se escribe mas como el acrénimo
inglés RADAR (radio detection and ranging: deteccién y medicion de distancias por radio).
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Figura 5.1 Carta de resolucion dptica de la USAF y la lampara led USB con la que fue iluminada (ACCO Brands, 2019).

5.2 Moaddulo de iluminacion de fondo, Adafruit
Este mdédulo KWB-R7323W-1W (Lucky Light Electronics, 2008) proponia una iluminacién

homogénea en un area relativamente grande de 23mm X 75mm (Figura 5.2).

Figura 5.2 Mdédulo de iluminacion de fondo

El diagrama eléctrico para conectarlo es muy simple, solo basta conectar las terminales
positiva y negativa (dnodo y cdtodo respectivamente) a una fuente de voltaje y colocar una
resistencia limitadora de corriente que satisfaga al mddulo. El valor de la resistencia

necesaria puede obtenerse a partir de la forma general de la ley de Ohm:

V=I-R (5.1)

La cual establece que el voltaje entre dos terminales es igual al producto de la corriente y
la resistencia entre los terminales (Cheng, 1997). Despejando R de la ecuacién 5.1,

tenemos:
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~I<

(5.2)

La unidad del voltaje (V) es el volt, el de la corriente (I) es el ampery el de la resistencia (R)
es el ohm. La hoja de datos del mddulo de luz menciona una corriente y un voltaje directos
recomendados de 15mA y 3.2V respectivamente, esto quiere decir que habria que colocar
una resistencia R tal que por el circuito circulara una corriente I = 15mA; el voltaje con el
gue se debe calcular es el que suministra la fuente menos el que cae en el led, por lo que al
sustituir en la ecuacion 5.2 se obtiene que:

_ K _ Vruente = Viea _ SV —-32V
A I = " 15ma

= 120Q

La resistencia de 120() existe como valor comercial, entonces el circuito a montar seria el

mostrado en la Figura 5.3.

120 Q
5V 3.2V
= VW
= ~
Tp] Y

Figura 5.3 Circuito para el funcionamiento del mddulo de luz trasera.

Sin embargo, como se descubrid al usarlo, el médulo es simplemente un led que ilumina la
pieza entera. Entonces las imagenes producidas tenian dos zonas muy iluminadas, una

cercana al led (Figura 5.4.a) y la otra en el extremo opuesto (Figura 5.4.c); la zona central
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presentaba una iluminacién menor dado que la difusién de la luz no es éptima (Figura 5.4.b).
Se hizo un andlisis de nivel de luminosidad con el software Matlab (Apéndice 11.1) a cada
una de las imagenes tomadas y se pudo observar que ninguna presentaba homogeneidad,
ya que al procesar las fotos se esperaria tener una grafica que mostrara una linea horizontal

recta, que corresponderia a una iluminacidn uniforme sobre el corte analizado.
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Figura 5.4 Imdgenes obtenidas al iluminar con el médulo de luz de fondo y sus respectivos cortes transversales. a) Zona
extrema junto al led, b) zona central del modulo y c) zona extrema contraria al led
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5.3 lluminacién con fuente personalizada

Una vez descartada la opcién del médulo KWB de Adafruit se pensé en el disefio de una
fuente personalizada que se pudiera modificar conforme se fuera requiriendo. El disefio
final se componia de un anillo montado en el objetivo del microscopio que contenia cinco
ledes de montaje superficial (Lucky Light Electronics, 2005) de manera que los conos de
emitancia convergieran en el punto focal del objetivo del microscopio, asegurando una zona
de iluminacién homogénea de un tamaifio suficiente para cubrir gran parte de la muestra

(Figura 5.5).

Figura 5.5 Anillo de ledes montado en un objetivo 10x

Los ledes estdn pre montados en pequefos circuitos que contienen el diodo y una
resistencia limitadora de 1002 (Figura 5.6), segun la hoja de datos cada led tiene un voltaje
y corriente directos de 3.4V y 20mA respectivamente. Si se despeja I de la ecuacidn 5.2 se

tiene que:

14
- _ 5.3
I - (5.3)

Por lo tanto, al calcularse la corriente de cada led al conectarse a una fuente de 5V, cada

placa individual consumiria 16mA.
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Figura 5.6 Circuitos que contienen cada uno un led (flecha azul) y su correspondiente resistencia limitadora (flecha

naranja) ambos de montaje superficial

Como ya se menciond, la fuente con la que se alimentaba el sistema es un Power Bank USB
que suministra 5V y 24 a la salida, por lo que, si se calcula la corriente total que demanda

el circuito de la Figura 5.7 con la ecuacion 5.4, la corriente maxima del sistema seria de:

=L+ 4 +1, (5.4)

Tparalelo

=5Xx16mA = 80mA

ITparalelo

Esto es equivalente al 4% de la corriente que puede suministrar el Power Bank.

Figura 5.7 Circuito que representa los cinco ledes conectados en paralelo a la fuente de poder
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Las ventajas que presentd esta propuesta fue que la mancha de luz era constante sin
importar la posicién del objetivo respecto a la muestra y podia ajustarse para diferentes
objetivos de similar tamafo. Una vez mas se procedié a analizar la homogeneidad de la

iluminacién (Figura 5.8).

Esta aproximacion fue buena, sin embargo, el color no fue homogéneo (Figura 5.9), por lo
que se buscé limitar las disparidades aplicando un filtro verde a la fuente de luz (Figura
5.10), ya que el sensor usado tiene su matriz fisica de pixeles con este color como principal,

pudiéndose apagar las componentes roja y azul.

Intensidad normalizada
o
o

0 200 400 800 800 1000 1200
Corte en X

Figura 5.8 Corte transversal de una imagen de fondo blanco iluminada con el anillo led

Figura 5.9 Huevos de Helminto tomadas con el sistema de iluminacion de anillo
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Figura 5.10 Huevo de Helminto tomada con la segunda version del primer prototipo, la cual solamente tomaba en cuenta
las longitudes de onda pertenecientes al verde (~550nm)

Al evaluar las imagenes tomadas con esta version del sistema, se determind que no tenian

el suficiente contraste como para usarse en el software de reconocimiento de imdgenes

propiedad de la fundacion Bill Gates?, ademdas que presentaban el mismo patrén de

iluminacién que tenian las anteriores imagenes como se muestra en la Figura 5.11.

Intensidad normalizada
o
o
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Figura 5.11 Corte transversal de la imagen tomada con el filtro verde.

5.4 lluminacién por transmision

Tras comprobar que hacia falta mayor intensidad de iluminaciéon y contraste en las

imagenes, se montd un segundo prototipo el cual ahora iluminaba la muestra por

2 El Instituto de Ingenierias de la UNAM vy la fundacidn Bill Gates fueron los primeros usuarios que
probaron el sistema planteado.
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transmisién en lugar de reflexion, el cual consistia simplemente de un led (Lucky Light

Electronics, 2017) montado por debajo de la muestra como se observa en la Figura 5.12.

Una vez mas el circuito resulté muy simple, el led con una resistencia limitadora en serie
conectados a la fuente USB (Figura 5.13). Sin embargo, al colocar los datos del led en la
ecuacion 5.2 (3.4V y 350mA) se obtiene una resistencia para el circuito de 4.57Q, un valor
gue no se encuentra disponible comercialmente (Solver, 2019). El valor mas cercano que se
pudo obtener fue de 20}, por lo que la corriente que pasa por el sistema, de acuerdo con

la ecuacion 5.3 es de 80mA.

a) - b)

Figura 5.12 (a) Diagrama que representa (no a escala real) la iluminacion por transmision con un led simple y (b) su

version fisica.
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Figura 5.13 Circuito que representa el led con su resistencia limitadora conectados a la fuente

El uso de este nuevo sistema de iluminaciéon causé un aumento en la calidad de las

imagenes, las cuales se muestran en la Figura 5.14 y la Figura 5.15.

Figura 5.14 Huevos de helminto tomados con el sequndo prototipo, el cual se ilumina por transmision

Figura 5.15 Huevos de helminto tomados con el segundo prototipo, usando ahora un filtro verde

Sin embargo, una vez mas el color no fue homogéneo hasta que se utilizé el mismo filtro

verde en la fuente de iluminacién; después de pruebas e investigacion, se descubrié que el
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sensor usado en el prototipo tiene una matriz de correcciéon correspondiente al lente de

fabrica:

El firmware de la cdmara incluye una tabla precargada para corregir la distorsidon cromatica
de la lente del médulo estandar. Esta es una razén por la cual los médulos de terceros que
incorporan diferentes lentes pueden mostrar un color no uniforme a través de los

fotogramas (Jones, 2017).

Inicialmente el proyecto estaba dirigido por la fundacion Bill Gates y el Instituto de
Ingenieria, los cuales establecieron las bases que dictaban si la calidad del sistema era
suficiente, sin embargo, estos requerimientos no fueron de nuestro conocimiento por lo
que al entregar las imagenes del primer prototipo (Figura 5.9 y Figura 5.10) se evaluaron
como deficientes, principalmente porque la iluminacidon del campo, sin objeto, no era lo
suficientemente homogénea. El segundo set de imagenes (Figura 5.14 y Figura 5.15) ya no
fue evaluado y se desconoce si cumplen con los minimos para pasar las pruebas del

software de reconocimiento.

5.5 lluminacién con fuente condensadora por transmision

Para corregir el problema del contraste y falta de homogeneidad se probd con un sistema
gue iluminaba la muestra por transmisidon, pero ahora la luz proveniente del led seria
colimada por una lente condensadora entre el led y la muestra (Figura 5.16), esto proveeria

de una zona grande de luz homogénea.
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Figura 5.16 Diagrama que representa como la luz del led es colimada por la lente sobre la muestra (no a escala real) y su
version fisica, la lente estd contenida dentro del tubo marcado con una flecha.

Para poder asegurar una buena repetitividad en las pruebas, se consiguié un juego de

muestras organicas en la que una correspondia a huevos de helminto del género

Schistosoma (Figura 5.17) y se procedié a tomar las imagenes con el nuevo sistema de

iluminacién con luz colimada (Figura 5.18).

Schistosome

egg W.M.

Figura 5.17 Laminilla que contiene huevos de Schistosoma
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Figura 5.18 Huevos de Schistosoma iluminados con luz colimada, usando un objetivo 10x

El contraste de la imagen mejoré considerablemente, sin embargo, el problema del color se
mantenia. Lo siguiente que se intentd fue corregir de manera digital aplicando una méscara
gue nivelara los canales RGB de la imagen en Matlab (Apéndice 11.2), esto porqué, como
se observa en la Figura 5.19 obtenida con el programa generado en el mismo software
(Apéndice 11.3), cada canal presenta un gradiente diferente de intensidad, lo que afecta el

color final de la fotografia.

Figura 5.19 Imagen de fondo analizada en cada uno de los colores que la componen, para el sensor del médulo Raspberry

El resultado del procesado fue bueno, sin embargo, aun se podian distinguir los gradientes

de color ya que el filtro usado es genérico para una imagen de fondo tomada antes de la
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imagen a corregir, ademds que al hacer este proceso se pierde gran cantidad del contraste

ganado con la nueva iluminacién (Figura 5.20).

Figura 5.20 Correccion de color de la Figura 5.18

Para corregir el problema se cambi6 al sensor 72BUC02-ML de TIS y se procedié a tomar
nuevamente las fotografias para evaluarlas. Como puede verse en la Figura 5.21, hubo una
gran mejora en la calidad de las imagenes, tanto en la homogeneidad del color como en el

contraste.

Figura 5.21 Fotografia de huevos de Schistosoma tomados con el sensor de la camara TIS, 20x

Se llevé a cabo un andlisis de la homogeneidad de la iluminacidn de una imagen de fondo

blanco (Figura 5.22.ay Figura 5.22.b) al igual que con el sensor de Raspberry, los resultados
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parecian mejores que las pruebas anteriores, y al analizar cada uno de los tres canales de la

imagen, se puede concluir que el problema era causado totalmente por el sensor y no por

los elementos dpticos ni fotoeléctricos del sistema (Figura 5.22.c).
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Figura 5.22 (a)lmagen de fondo tomada con la cdmara de TIS, (b) Corte transversal de la imagen y (c) evaluacion de los

canales RGB de (a)

Al contar con un sistema de iluminacién que ofrece imagenes homogéneas, se pudieron
tomar imdagenes de muestras histoldgicas para su evaluacion por parte de expertos en el

area.

26



6 Sistema mecanico

Una parte esencial del proyecto es el movimiento controlado de la laminilla con la muestra

respecto al microscopio. El sistema mecdanico es el encargado de tal efecto.

6.1 Platinas

Dado que uno de los objetivos del proyecto era mantener un bajo costo, se buscé que las
platinas tuvieran la capacidad de trasladar el microscopio a lo largo de toda la muestra,
asimismo deberia tener una resolucién de paso de al menos 0.5mm mientras que

mantuvieran un costo razonable.

Como se menciond con anterioridad, al inicio el sistema estaba siendo utilizado para buscar
huevos de helminto y la muestra a analizar era un recipiente de 5cm X 2cm, por lo que la

platina debia poder trasladar el microscopio por esta superficie.

Se probd un montaje con dos platinas de la empresa MPositioning modelo MPT125X-50L
(Figura 6.1), las cuales tienen un drea de trabajo cuadrada de 125mm de lado, mds que
suficiente para albergar los recipientes, su longitud de carrera es de 50mm en un solo eje,
justo el maximo que se necesitaria mover en cualquier direccién. Ademas, la resolucién de

paso es de 10um, que supera por mucho lo requerido por el sistema.

Figura 6.1 Platina MPT125X-50L, usada para mover el sistema en el eje X.
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Con el apilamiento de dos platinas se obtiene el movimiento en el plano XY, sin embargo,
es necesario el movimiento en el eje Z para poder enfocar el sistema. Para ello se usé una
platina con menos recorrido, ya que la muestra no superaba los 5mm de profundidad, la
elegida fue la platina de la misma empresa modelo T60Z-10A (Figura 6.2), la cual tiene

60mm por lado, carrera de 10mm y una resolucién de paso de 10um.

Figura 6.2 Platina T60Z-10A usada para el movimiento en el eje Z.

6.1.1 Montaje de las platinas

Al llevar a cabo el montaje primero se probd la capacidad de enfoque de la platina pequefia,
se monté como se muestra en la Figura 6.3.a, con tan solo el microscopio montado en una
base fija y la platina debajo para llevar a cabo pruebas. Una vez realizadas, se observd que
la platina cumplia con el nivel de precisién y se procedié a montar las otras dos para el
movimiento en el plano XY (Figura 6.3.b). En este segundo ensamblaje se cambio el
montaje del eje Z, colocando la base del microscopio en la platina, y esta ultima en una
base separada a las otras dos para poder tener un movimiento de la muestra en el plano

XY respecto al microscopio fijo.
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Figura 6.3 Primer (a) y segundo (b) montajes del sistema.
6.1.1.1 Inversion del microscopio
Debido a que las primeras pruebas se llevaron a cabo con el sistema de iluminacidn de anillo
mostrado en la seccién 5.3 el primer montaje resulté adecuado, sin embargo, al requerir
hacer pruebas con la iluminacidn por transmision se necesitaba una longitud del sistema
gue excedia la que podia lograrse con el microscopio montado como se muestra en la Figura
6.3.b, por lo que se decidié invertir el microscopio para poder montar los componentes

necesarios sin problemas de espacio (Figura 6.4).

Figura 6.4 Microscopio invertido.
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6.2 Montaje para muestras histoldgicas

Cuando se cambid el enfoque del proyecto y se comenzaron a tomar imagenes de muestras
histoldgicas, el rango de movimiento en el plano XY se redujo drasticamente, ya que cada
muestra tiene un tamafio aproximado de 1cm?. Pese a esto se siguié trabajando con las

mismas platinas ya que aun cumplian los requisitos que el sistema necesitaba.

La montura cambié ligeramente para permitir que todas las platinas estuviesen montadas
juntas y ahora el movimiento era del tubo dptico respecto a la muestra que se mantenia
estdtica. La iluminacidon también se modificé para que, en lugar de anclarse al propio
objetivo, se anclara a las varillas que componen el tubo, asi si se requeria cambiar de
objetivo solo se necesitaria desatornillarlo y elegir el adecuado, sin necesidad de mover el

sistema de iluminacién (Figura 6.5).

Figura 6.5 (a) Montaje final del microscopio invertido, (b) detalle del brazo que sujeta el sistema de iluminacion, (c)
montura que sujeta el tubo Optico a las platinas de movimiento en el espacio XYZ y (d) funcionamiento del sistema de

iluminacion sobre la muestra, si se requiere cambiar de objetivo no es necesario mover el brazo sujetador.
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6.3 Motores

Considerando que las platinas debian de moverse automaticamente, se consiguieron dos
motores Nema 11 (Pololu, 2019) para tal funcidn (Figura 6.6). Estos motores operaban con
4.5V y 670mA por cada una de las dos bobinas que los componen, por lo que cada uno
demandaria 1340mA de corriente, debajo del limite que ofrece el Power Bank que

alimentaba el sistema.

Figura 6.6 Uno de los motores Nema 11 usado en el sistema.

Otra caracteristica buscada en los motores era la resolucién de paso, los usados en el
sistema estan disefiados de tal forma que cada revolucidén estd compuesta de 200 pasos.
Ahora bien, las platinas tienen en su perilla de movimiento 50 pasos de 10 um cada uno. Al
hacer el célculo, cada marca de la perilla corresponde a cuatro pasos del motor. Esto es mas
gue suficiente para que los motores muevan las platinas en pasos completos sin necesidad

de hardware extra.

Al hacer las pruebas correspondientes al correcto movimiento de las platinas con los
motores se notd que, aunque la cantidad de pasos fue la que se esperaba, el tener pasos
completos causaba un recorrido brusco a través de la muestra. Este problema fue resuelto

con el uso de drivers (controladores) con la capacidad de recorrer fracciones de pasos.

6.3.1 Drivers
Los drivers son indispensables en el control de motores, ya que la mayoria de las tarjetas de

control no pueden proporcionar la corriente necesaria para moverlos. Un driver funciona
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basicamente como un interruptor que se enciende y apaga con una seial légica de baja

corriente, pero es capaz de tolerar el flujo de corrientes mayores a través de él (Figura 6.7).

Figura 6.7 Circuito bdsico de un driver con transistor BJT y su analogia con un interruptor.

)
5V

Oz

Sin embargo, los motores a pasos como los que se usaron en este proyecto se componen
de dos bobinas, por lo que se necesita mdas de un circuito como el mostrado en la Figura
6.7. Para esto se usaron los drivers MP6500 (Pololu, 2019) que se muestran en la Figura 6.8,
capaces de controlar sin problemas los motores a pasos bipolares; ademas tienen la funcién
de controlar por micro pasos, pudiendo aumentar el nimero de pasos efectivos que tienen
los motores por revolucién, haciendo que la transicion entre paso y paso sea mas suave

(Boyes, 2002) y por tanto evitan que el recorrido de las platinas sea accidentado.

Figura 6.8 Drivers MP6500 utilizados en el sistema.
Usando la funciéon de micro pasos, se pudo aumentar a 400 pasos por revolucidn para cada
motor y como se muestra en el programa de toma de imagenes (Apéndice 11.4) se movian

las platinas en recorridos de 250 um, teniendo en cuenta que el campo de visidn de cada
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imagen es de 285.12um habria aproximadamente 35um de traslape entre cada foto para

unirlas en el post procesado.

Al usar estos drivers es necesario aumentar el voltaje que se suministra a los motores para
poder mantener los micro pasos, lo que en principio aumentaria también la corriente que
circula por las bobinas de estos, dafandolas; sin embargo, los drivers utilizados tienen un

sistema interno de limitacion de corriente que elimina este inconveniente.

No obstante, la fuente que se usaba al momento no podia suministrar mas de 5V, por lo
gue se decidié usar un eliminador que podia proporcionar desde 12 hasta 24 volts de
tensidn y hasta 3 amperes de corriente de salida, por lo que la alimentacion eléctrica no

seria una preocupacién de ahora en adelante.
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7 Deteccion y procesamiento de imagenes

7.1 Sensor

Teniendo en cuenta que el sistema trabajaria con dos objetivos de microscopio, siendo el
de maximo aumento el de 20x, apertura numérica de 0.4 y analizando con una longitud de
onda de 550nm, se buscd un sensor que no limitara la resolucién propia del sistema. De

acuerdo con la ecuacion 4.4:

_ 0.61(550nm)

04 = 839nm

la maxima resolucién de nuestro objetivo es de aproximadamente 839 nm. El didmetro del
spot es de dos veces el radio dado por la ecuacién 4.4, por lo que se buscd una cdmara con

un tamafio de pixel de aproximadamente ese tamafio.

7.1.1 Cdmara del mddulo de Raspberry

En un principio se utilizé un mddulo de cdmara para Raspberry Pi version 2.1 (Figura 7.1), el
cual cuenta con un sensor Sony IMX219 montado en su placa. Este sensor tiene un pixel de
1.12mm X 1.12m (Raspberry Pi Foundation, 2016), lo cual brindaba una resolucién de
imagen mas que suficiente para el proyecto a un costo de $25 USD (Newark Element 14,

2018).
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Figura 7.1 Mddulo de camara de Raspberry. Se sefiala con una flecha roja la lente que estd montada de fdbrica.

Sin embargo, como se descubrid en la seccidn cinco, las imagenes obtenidas de este sensor
resultaron deficientes ya que no esta disefiado para usarse con un sistema optico diferente
al que tiene montado de fabrica. Por tal motivo se buscé un sensor que por defecto no

tuviese dptica integrada.

7.1.2 Sensor 72BUCO2-ML
La cdmara de la compaiiia TIS funciona con un sensor MT9P006 de ON Semiconductor
(Figura 7.2), y su tamaiio de pixel es de 2.2m X 2.2 m (The Imaging Source, 2018), por lo

que la resolucién es del orden de la resolucién requerida por el sistema.

El Unico inconveniente de usar este sensor es el precio de $289 USD, pero con las ventajas
de que, al ser una tarjeta dedicada a la toma de imagenes en microscopia, se pueden
modificar sus ajustes mas facilmente y tiene un drea efectiva mas grande (como se explico
en la seccién 4.6). Ademas, su paquete de desarrollo gratuito estd disponible en Microsoft
Windows, por lo que la dificultad y complejidad de su control se ve reducida notablemente,

tanto para su programacion inicial como para el usuario final.
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Figura 7.2 Placa de cdmara a color USB 2.0 (The Imaging Source, 2018)

7.1.3 Resolucién espacial del sensor

Como se menciond en la seccidn 4.5, otro componente que afecta la resolucién del sistema
es el sensor usado, para estimar la maxima resolucion espacial se llevd a cabo una prueba
de Funcién de Modulacion de Transmision (MTF, por sus siglas en inglés), que explica como
se comporta el sistema completo ante una entrada conocida, el resultado se muestra en la

Figura 7.3 y el cédigo con el que fue obtenido se describe en el Apéndice 11.5.
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Figura 7.3 Imagen de un borde obtenido de una carta de resolucion (USAF) con un objetivo 20x, corte promediado de una
seccion del borde, Line Spread Function del borde, MTF obtenida de la imagen (Imdgenes superior, inferior izquierda,
inferior central e inferior derecha, respectivamente)

Con estos resultados, haciendo un corte al 10% en la MTF se puede observar que el sistema

con un objetivo 20x tiene una resolucion de 2.5um.
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7.2 Procesamiento

Dado que el proceso debe de ser lo mas simple y rapido posible, se buscé una plataforma
facil de usar que contara con recursos de hardware y software para llevar a cabo todos los
procesos necesarios, teniendo idealmente conexiones periféricas nativas para conectar un
sensor de captura de imagenes, espacio en memoria suficiente para guardarlas y un

procesador lo suficientemente potente para procesarlas en poco tiempo.

7.2.1 Raspberry Pi

Para el sistema en un principio se usé una placa de desarrollo Raspberry Pi 3 modelo B
versién 1.2, la cual cuenta con un procesador de cuatro nucleos a 1.4GHz Broadcom
BCM2837 de 64 bits, un puerto microSD para cargar el sistema operativo y guardar archivos,
y un puerto para ISC preparado para conectar el mdédulo Raspberry Pi Camera (Raspberry

Pi Foundation, 2016).

La ventaja de este sistema es que todos los periféricos del sistema se pueden conectar
directamente, la etapa de potencia se conecta facilmente con cables simples, la
alimentaciéon puede ser suministrada via un cable micro USB y un cargador genérico de 5V
gue pueda proporcionar al menos 24, justo lo que la fuente de poder que se usaba ofrecia.
Los periféricos de interfaz de usuario (teclado, ratén, pantalla) al ser Plug-and-Play (PnP por
sus siglas en inglés, o ‘enchufar, conectar y usar’) se conectan a los puertos USB de la tarjeta

de desarrollo y funcionan sin ningln problema.

La desventaja que presenta el sistema es que, si no se tiene una fuente estable, las
variaciones de voltaje o corriente pueden causar corrupcién de archivos en la tarjeta de
memoria, haciéndola ilegible para la Raspberry Pi. Ademas, el Kit de Desarrollo de Software
(SDK, por sus siglas en inglés) del sensor de TIS para Raspbian (el sistema operativo nativo
de la tarjeta Raspberry Pi) no esta disefiado para crear software de forma intuitiva y facil

para el usuario, lo que lo hace complejo de programar y operar.

7.2.2 PC
Cuando se cambid el sensor por el de la cdmara TIS, se comenzod el desarrollo de la aplicacion

para el control del sistema desde una computadora con sistema operativo Windows. El SDK
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esta disponible como un ejecutable autoinstalable en .NET para Windows Visual Studio (The

Imaging Source, 2019), un lenguaje visual muy amigable para el usuario.

Ademas, esto simplificé mucho la tarea de toma de imagenes, ya que el software incluido
con la cdmara puede controlarse directamente desde cualquier PC que cumpla los

requerimientos minimos.

El Unico inconveniente seria que al no tener una conexion de entrada y salida de propdsitos
generales (GPIO, por sus siglas en inglés) se debié de buscar una forma de conectar la
computadora a los motores para llevar a cabo el movimiento de barrido de la muestra. Para
esto se usd una placa Arduino para realizar la comunicacion entre la computadora y los

drivers de los motores.

7.3 Unidn de las imagenes
Una parte importante en el desarrollo del proyecto fue el poder evaluar una Unica imagen
compuesta de todas las que se tomaran de la muestra, para asi dar una version digitalizada

gue podria examinarse sin necesidad de estar in situ.

Para lograr esto se utilizo el software Fiji (Schindelin, y otros, 2012) con la herramienta
Stitching que tiene incluida en él. Como puede verse en la Figura 7.4, el programa toma

imagenes tomadas en un orden especifico y las une para formar una imagen con todas ellas.

Type [Grid' snake by rows Z|

Order |Right & Down |

Figura 7.4 Orden en el que el software Fiji une las imdgenes, este puede ser cambiado dependiendo de cdmo se hayan
tomado las fotografias originales.
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Con esta herramienta puede facilmente tomarse una serie de fotografias a la muestra
deseada para luego unirlas en el resultado final que seria enviado a los expertos en el area

para su evaluacion.
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8 Resultados y discusion

Dado que el sistema se montd de diferentes maneras y con distintos métodos de
iluminacién, hubo que compararlos cada vez con algun sistema andlogo para poder verificar

que se estuvieran obteniendo resultados éptimos.

Las imagenes mostradas en esta seccidn se obtuvieron con tres prototipos de microscopio

construidos, los cuales se identificaran de la siguiente manera:

Prototipo 1: luminacidn por reflexion con el sistema mostrado en la Figura 6.3 y detector

de la Raspberry.

Prototipo 2: lluminacién por transmision con el sistema mostrado en la Figura 5.12 y

detector de la Raspberry.

Prototipo 3: lluminacién por transmisién con el sistema mostrado en la Figura 6.5 y el

detector de TIS.

8.1 Huevos de helminto

Como se menciond con anterioridad, el proyecto comenzé con pruebas para identificar
huevos de parasitos intestinales. Las imagenes tomadas con el primer prototipo se
muestran en las Figuras 8.1.a y 8.1.b, y con el segundo prototipo se muestran en las Figuras

8.1.cy 8.1.d.
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Figura 8.1 Huevos de helminto, (a) iluminacién por reflexion aumento de 5x, (b) detalle ampliado, (c) iluminacion por
transmision aumento de 5x, (d) detalle ampliado.

Se evaluaron las imagenes mostradas en la Figura 8.1.a, y como se menciond con
anterioridad, los investigadores del Instituto de Ingenieria de la UNAM determinaron que
los bordes no eran suficientemente definidos y faltaba contraste entre los especimenes y el
fondo. Como referencia se tomaron fotografias con un microscopio éptico Leica, las cuales
se compararon también con el segundo juego de imagenes del segundo prototipo. Estos
resultados ya no fueron evaluados, pero se siguid con el trabajo para obtener fotografias
de mejor calidad. Como se mencioné en el apartado 5.4, el sensor Raspberry tenia una
matriz de correccion para la lente de fabrica, por lo que se volvieron a tomar las imagenes

con el nuevo sensor de TIS, en la Figura 8.2 se muestra la comparativa de estos sistemas.
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c)

Figura 8.2 Huevos de helminto tomados con (a) un microscopio dptico Leica, aumento de 4x, (b) un microscopio dptico
Leica, aumento de 10x, (c) imagen obtenida con nuestro microscopio (segundo prototipo) con iluminacién por
transmision colimada, sensor Raspberry y aumento de 10x, (d) imagen obtenida con nuestro microscopio (tercer

prototipo) con iluminacidn por transmision colimada, el sensor de TIS y aumento de 20x.

8.2 Células HEK293

Durante el proceso de diseio del tercer prototipo, se propuso el uso del sistema para hacer
observaciones de células embrionarias de rindn humano, conocidas como HEK293, para su
estudio en ambientes de microgravedad. Para esto se proporcioné una muestra de cultivo
y se procedié a la toma de imdagenes, primero con el sensor de la tarjeta Raspberry y, una

vez montado el tercer prototipo, con el sensor de TIS.

Al mostrar ambos resultados, los encargados del proyecto confirmaron que, aunque las
fotografias tomadas con el sensor de la Raspberry cumplian con las necesidades bdasicas de
resolucidon y campo de visidén que se tenian, el color no correspondia con el que deberia de

tener la muestra, siendo un punto importante en el desarrollo de su sistema (Figura 8.3.a).
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Mientras que las imagenes tomadas con el sensor de TIS cubrian por completo los
requerimientos, ademds que brindaban un mayor campo de visidon (Figura 8.3.b), lo que

hacia mas facil el estudio que estaban realizando.

a) b)

Figura 8.3 Células HEK293 observadas con el sensor de la Rasberry, utilizando un objetivo 10x (a), un segundo cultivo
visto con el sensor de TIS que da un campo de vision similar, utilizando un objetivo 20x (b).
Algo a destacar es que con el software incluido con el sensor TIS, se puede llegar a hacer
una secuencia de imagenes en un lapso especifico, como puede mostrarse en la Figura 8.4,
esto puede ser de ayuda en algunas aplicaciones con cultivos celulares ya que se puede

observar el cambio de la muestra a lo largo del tiempo en el que se toman las imagenes.
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Figura 8.4 a)-d) Imdgenes que muestran la muerte celular de un cultivo de HEK293 a lo largo de un lapso de 4.5 horas,
con un intervalo aproximado de 30 minutos entre cada una.
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8.3 Muestras histopatoldgicas

Al avanzar en el desarrollo del proyecto, se descubrié que las imagenes tomadas con el
primer sensor resultaban deficientes para muchas de las aplicaciones, por lo tanto, se tomé
la decision de consultar con expertos en histologia para que evaluaran las fotografias
obtenidas con dos de los prototipos, ademas de una referencia tomada con un microscopio

optico Carl Zeiss.

Como se esperaba, la imagen tomada con el primer prototipo pudo ser reconocida
visualmente, pero se concluyé que no contaba con el nivel de iluminacién, definicién ni
contraste para poder ser utilizada en algun diagndstico (Figura 8.5.a), como referencia se
tomd una captura con un microscopio 6ptico Leica (Figura 8.5.b) para comparar la calidad.
La fotografia tomada con el tercer prototipo fue evaluada con los mismos criterios y se
dedujo que esta contaba con mejores caracteristicas, siendo capaz de observarse a detalle
partes de las muestras que antes no podian diferenciarse (Figura 8.5.c), haciendo a estas
imagenes mas que adecuadas para el proceso de digitalizacién de muestras histoldgicas.
Por ultimo, las fotografias obtenidas con el microscopio de gama alta (Carl Zeiss) fueron
revisadas y se obtuvo una mejor evaluacién con mejor resultado en campo de visién (Figura
8.5.d). Sin embargo, para poder utilizar este sistema comercial es necesario adaptar etapas
electromecanicas que permitan el movimiento para poder hacer el barrido de la muestra,
lo cual incrementa el ya de por si elevado costo de este tipo de microscopios, cuyo precio

puede llegar a decenas de miles de ddlares (Carl Zeiss, 2019).
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Figura 8.5 Muestra de Hiperplasia de préstata, a) primer prototipo (cdmara Raspberry e iluminacion de anillo) y aumento
5x, b) imagen de la muestra con un microscopio dptico Leica, aumento de 4x, c) tercer prototipo (sensor TIS e iluminacion
por transmision con lente condensadora), aumento 10x, d) microscopio Carl Zeiss, aumento 10x.

8.3.1 Imdgenes unidas
Como se menciond con anterioridad, el propdsito de este proyecto era poder enviar una
versién digital de la muestra a las personas encargadas de hacer el diagndstico, por lo que

una vez que se tenian imagenes de éptima calidad se procedio a unirlas.

En las Figura 8.6.a-d se tienen las imagenes tomadas a una muestra de hiperplasia de

prdstata con un objetivo 10x usando el sensor TIS.
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Figura 8.6 a)-d) Fotografias de una muestra de hiperplasia de prdstata con un aumento de 10x usando el sensor TIS, las
imdgenes se tomaron siguiendo el orden: a,b,d,c.

Tomando en cuenta el orden en el que fueron tomadas las imagenes, se ingresaron al
software Fiji mencionado en la seccion 7.3, se selecciond la opcidén “Grid: snake by rows,
Right & Down” y se procedid a hacer el procesado. El resultado se muestra en la Figura 8.7
y como puede notarse el traslape de las imagenes es casi imperceptible y no existen errores

causados por alguna brecha debido a submuestreo.
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9 Conclusiones y perspectivas

Se presentan las conclusiones de la presente, a partir de los resultados obtenidos y

conforme a los objetivos planteados al inicio de ésta.

La resolucién tedrica de los objetivos usados en este proyecto, como la resolucién
espacial real del sensor de TIS, son suficientes para poder producir imagenes que
pueden ser usadas en el diagndstico clinico-histopatolégico.

El software para controlar el movimiento de las platinas creado en Python fue capaz
de crear el patrén de traslacion para poder tomar las fotografias necesarias para
digitalizar las muestras, con una resolucion de paso suficiente para evitar huecos por
submuestreo entre las imagenes.

La fuente de luz usada produce una zona homogénea de iluminacién sobre la
muestra, que se traslada junto al microscopio, por lo que se aseguran fotos con el
mismo nivel luminico cada vez que se toman.

Con las imagenes obtenidas al hacer el barrido en XY, y gracias al software de
reconstruccién de Fiji, se pudieron crear imagenes que pueden ser analizadas en
diagnostico.

Las muestras digitalizadas fueron evaluadas por un especialista en histologia, quien
determiné que cumplian los requisitos de calidad para poder distinguir los aspectos
basicos que se estudian en una muestra histopatoldgica.

Los componentes y materiales usados en la construcciéon del microscopio no
superaron los $1000 USD (Apéndice 11.6), manteniendo la calidad de imagen de un

microscopio comercial y agregando funciones con las que algunos no cuentan.



Debido a que el disefio final aun esta en etapa de prototipo, se propone lo siguiente con el

fin de comercializarlo:

e Buscar materiales de construccion que brinden mayor firmeza al sistema para evitar
gue las vibraciones externas influyan en la toma de imagenes de la muestra.

e Implementar un sistema de enfoque automatico con un control similar al usado en
el movimiento en el plano XY.

e Crear una interfaz de usuario para un manejo mas sencillo, sin necesidad de
capacitar a los usuarios que utilicen el microscopio

e Condensary aislar la etapa electrénica de potencia, para impedir malos manejos por

parte de los usuarios, evitando asi posibles accidentes.
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11 Apéndices

11.1 Andlisis de la linea media de las imagenes

clear

%Lectura de la imagen
Foto=imread ('Imagen.jpg');

%Conversidén de la imagen RGB a escala de grises
imagen=rgb2gray (Foto) ;

%0Obtencidédn de las dimensiones de la matriz de la imagen
[x,y]=size (imagen) ;

%Toma de la linea media de la matriz para su evaluacidn
linea=double (imagen (floor (x/2),:));

$Reduccidén del ruido de la linea tomada
linea = wden(linea, 'modwtsqgtwolog','s', 'mln',4, 'symd");

SNormalizacidén de los datos
M=max (linea) ;
lineaN=linea/M;

%$Impresidén en pantalla de los datos graficados
plot (lineaN)

xlabel ('Corte en X'")

ylabel ('Intensidad normalizada')

ylim ([0 1])

x1im ([0 y])
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11.2 Correccion de las imagenes tomadas

clearvars

$Lectura de la imagen a corregir y la referencia
Referencia=imread('Referencia.jpg') ;
Imagen=imread('Imagen.jpg') ;

%$Se obtiene el tamafio de la matriz de la imagen
%y se crea una matriz base para la mascara
[x v z]=size (Imagen)
Blanco=uint8 (ones (x,vy,z));
Valor=max (max (max (Referencia)));
i=l:x
Jj=l:y
k=1:z
Blanco (i, j,k)=Valor;

Mascara=Blanco-Referencia;

%Una vez creada la mascara, se corrige la imagen
Resultado=ImagentMascara;
image (Resultado)
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11.3 Evaluacién de la uniformidad de las imagenes obtenidas con el sistema

clear

$Lectura de la imagen
Imagen=imread('Imagen.jpg') ;

%Se encuentra el valor maximo de la matriz de la imagen
M=max (max (Imagen) ) ;

%$Normalizacidén de la matriz
ImagenN=Imagen. /M;

%Separacidédn de la matriz en los canales RGB
R=ImagenN(:,:,1);
G=ImagenN(:,:,2);
B=ImagenN(:, :,3);

%Conversidén de la imagen a escala de grises
RGB=rgb2gray (ImagenN) ;

%$Impresidn en pantalla de las matrices
subplot (2,3,1)

mesh (R),title('R")

subplot (2,3, 2)

mesh (G) ,title('G")

subplot (2, 3, 3)

mesh (B) ,title('B")

subplot (2, 3,5)

mesh (RGB) , title ('RGB")
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11.4 Programa para la toma de imagenes mientras se hace barrido en XY de la
muestra

from time import sleep

import RPi.GPIO as GPIO

from picamera import PiCamera
from gpiozero import Button

EN=19

DIR=20 #Direction PIN

STEP=21  #Step PIN

DIR 1=14

STEP 1=15

CwW=1 #Clockwise rotation

CCwW=0 #Counterclockwise rotation
SPR=1600 #Steps per half rotation
pasos=5

flag=1

GPIO.setmode (GPIO.BCM)
GPIO.setup (DIR, GPIO.OUT)
GPIO.setup (STEP, GPIO.OUT)
GPIO.setup (DIR 1, GPIO.OUT)
GPIO.setup (STEP_ 1, GPIO.OUT)
GPIO.setup (EN, GPIO.OUT)
GPIO.output (DIR, CCW)
GPIO.output (DIR 1,CCW)
camera=PiCamera ()
camera.resolution=(400,400)

camera.iso=200

sleep (2)

camera.shutter speed=camera.exposure speed
camera.start preview ()

step count=SPR
delay=0.000250

for i in range (pasos):

GPIO.output (DIR, CCW)
for j in range (pasos) :
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camera.capture ('/home/pi/Pictures/Fotos/Imagenes'+str(i)+' '+
str(j)+'.Jpg")
for x in range (step count) :
GPIO.output (STEP, GPIO.HIGH)
sleep (delay)
GPIO.output (STEP, GPIO.LOW)
sleep (delay)
for y in range (step count) :
GPIO.output (STEP 1, GPIO.HIGH)
sleep (delay)
GPIO.output (STEP 1, GPIO.LOW)
sleep (delay)
i=i+1
GPIO.output (DIR, CW)
for j in range (pasos) :

camera.capture ('/home/pi/Pictures/Fotos/Imagenes'+str(i)+' '+
str(Jj)+'.Jpg")
for x in range(step count):
GPIO.output (STEP, GPIO.HIGH)
sleep (delay)
GPIO.output (STEP, GPIO.LOW)
sleep (delay)
for y in range(step count):
GPIO.output (STEP 1, GPIO.HIGH)
sleep (delay)
GPIO.output (STEP 1, GPIO.LOW)
sleep (delay)
for 1 in range(2*pasos):
GPIO.output (DIR 1,CW)
for y in range(step count):
GPIO.output (STEP 1, GPIO.HIGH)
sleep (delay)
GPIO.output (STEP 1, GPIO.LOW)
sleep (delay)

camera.stop preview ()
GPIO.cleanup ()
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11.5 Programa para la obtencion de la MTF de un borde

clear all

$Lectura de la imagen a evaluar
Imagen=(imread ('Reglilla.jpg'));
GScale=rgbZ2gray (Imagen) ;

$Impresidédn en pantalla de la imagen
subplot (2,3, 2)

image (GScale)

colormap (gray)

GScale=double (GScale) ;

%$Promedioco de 50px del borde
promedio=zeros (512,1);

i=1:50

promedio=promedio+GScale (1:512,50+1);

promedio=promedio./i;
linea=promedio;
lineaR=double (linea);

$Suavizado del promedio
linea=sgolayfilt(lineaR,1,21);

$Impresidn en pantalla de la grafica del promedio
subplot (2,3, 4)
plot (linea)

%Obtencidén de la LSF del borde
lsf=abs (diff (linea));
1sf(512,1)=0;
lsf=sgolayfilt(lsf,1,3);
lsf=1sf./max (1lsf);

$Impresidén en pantalla de la LSF

subplot (2, 3,5)
plot (1sf)
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$0Obtencidén de la MTF
MTF =abs (fft(lsf));
MTEN=MTF_./max (MTF_) ;
MTEN=MTFN (1:256,1) ;
x=443.89* (0:255);

$Impresidén en pantalla de la MTF

subplot (2,3, 6)
plot (x,MTFN)
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11.6 Costos de los componentes y materiales

NGmero Precio Precio
Cantidad Componente stock Proveedor unitario Total
(USD) (USD)
1 Objetivo 20x DIN 33-438 Edmund Optics 110 110
Anillo adaptador
1 RMS-SM1 SM1A3 Thorlabs 17.1 17.1
Varilla de ensamblaje
1 para jaula 6" (pack ER6-P4 Thorlabs 32.21 32.21
de 4)
Jaula con cuerda
1 SM1, 30mm CP02 Thorlabs 16.4 16.4
2 Jaula sin cuerda, CPO6 Thorlabs 17.1 34.2
30mm
Tarjeta de cdamara DFM The Imaging
1 USB 2.0 72BUC02-ML Source 283 283
Lente asférica 12mm .
1 Dia. X 9mm EL 65-986 Edmund Optics 50 50
LED ultrabrillante LED-W5MD5- .
1 blanco UB-H120 AG Electrénica 0.53 0.53
Plati lacid MPT125X-
2 atina de traslacion MPositioning 112.1 224.22
lineal 50L
Motor a pasos .
2 bipolar, 200 1206 PololuRobotics g ¢ 39.90
& Electronics
pasos/rev, 28x45mm
Total 813.56°

3 Precios actualizados al 31 de julio de 2019, sin incluir gastos de envio ni impuestos de importacién.
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