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Introduccion

Introduccion

Desde los inicios de la humanidad el hombre ha tenido la curiosidad de saber como funciona
cada objeto o cada relacion que hay en la naturaleza para ir aprendiendo mas cosas dia a dia; el
saber del funcionamiento de su cuerpo no ha sido una excepcion, era una prioridad para el mis-
mo hombre, ya que el saber como funciona su cuerpo y las partes que lo conforman llegaria a
descubrir curas para sus diversas dolencias, enfermedades, debilidades y cosas que le afectaran
para llegar con ello a ser personas plenamente sanas.

Para conocer mas sobre su cuerpo, el hombre se ha valido del uso de la tecnologia para poder
llegar una fase que abarque de manera total su conocimiento, cosa que antes era muy limitada;
pero el paso del tiempo hizo que fuera descubriendo ese conocimiento iniciando de manera rus-
tica e implementando maneras modernas, el ser humano ha ido descubriendo y estructurando
esas relaciones de funcionamiento del cuerpo y con ello ha ido creando varias ramas de la medi-
cina, para que cada una de ellas investigue una parte del cuerpo. Una de esas ramas es muy im-
portante para que las demas puedan hacer su trabajo y es la Anatomia, la cual es precisamente la
que se encarga de estudiar cada una de las partes del cuerpo humano y como se relacionan entre
si de forma directa con los tejidos. De ahi otras ciencias que se derivan y con el avance tecnologi-
co y la aparicion del microscopio surgen ramas como la anatomopatologia, la histologia, neu-
rohistologia, fisiologia, microbiologia entre otras mas. Pero al final hoy en dia la histologia es la
ciencia biomédica que se encarga de estudiar la composicion y forma de los diferentes tejidos
organicos, los cuales estan formados por células que poseen diferentes funciones especificas o
tienen funciones relacionadas y esto ultimo lo estudia la fisiologia, la relacién de cada parte or-
ganica y sus funciones para conformar y dar vida a un ser vivo.

Uno de los dispositivos usados y que en realidad no ha habido mucho cambio desde sus inicios y
que nos servira para poder estudiar de cerca los tejidos humanos, animales y vegetales, es el mi-
croscopio. El primer descubrimiento de fabricacion del microscopio fue en 1847, cuando se des-
cubre una lente plano convexo tallado; pero no fue hasta en 1590 que se registra el primer mi-
croscopio compuesto hecho por Juan y Zacharias Janssen en Holanda el cual media 25cm. En
1612 el matematico, fisico y astronomo Galileo Galilei gracias a sus técnicas de tallado en la fa-
bricacion de lentes para su telescopio, permite el mejoramiento del microscopio, en visualizacion
y acercamiento. Pero fue hasta 1632 que Antoni Van Leeuwenhoek mejora aun méas el microsco-
pio de 10 cm., dejandole hacer acercamientos mas directos permitiéndole ser uno de los prime-
ros en descubrir algunas células como infusorios, protozoos, eritrocitos y algunas bacterias.

El italiano Giuseppe Campana en 1665, mejora aun mas el microscopio, reduciéndolo a 9 cm.,
mejorando el tubo para ajustar los lentes entre si, por medio de un tornillo y con un disco de
madera con un agujero, con lo cual se ponian los objetos a estudiar, dejando ver asi su transpa-
rencia. Tres afios después Eustaquio Divini hace su version del microscopio.

En 1670, Robert Hooke hace un microscopio de 70 cm. mucho més potente con un alcance de
30x 0 mas permitiéndole a Hooke ver celdas que conformaban el corcho denominandoles célu-
las, término que se uso mas adelante para denominar a la parte minima que conforman a las
plantas y animales. Més adelante junto con Christopher Coock hacen un microscopio compuesto
de 3 lentes que no tuvo mucho auge.

|
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Introduccion

Para el ano de 1680, el espanol Juan Crisostomo Martinez a través de un microscopio de 28 cm.
describe la estructura microscopica del tejido 6seo.

Siguieron después John Marshall en 1700, Edmund Culpeper en 1720, Benjamin Martin en 1770,
Nuremberg y John Cuff en 1750 y asi, continuaron en la mejora de este dispositivo, como el ma-
nejo de las lentes a través de un tubo que se ajustaba por un tornillo, el tallado de los lentes, la
base donde colocaba el objeto a estudiar, hecho de madera o cristal, ademas de sumar unos len-
tes tipos binoculares aparte de los lentes grandes. Fue hasta 1880 cuando se fabrica el microsco-
pio moderno que hasta hoy en dia esta, donde se agrega un revolver que es una base giratoria
que permite cambiar en el objetivo diferentes graduaciones de lentes. En 1920 Leitz Wetzlar le
incorpora un sistema eléctrico de iluminacion sobre el objetivo, que permite ver la muestra con
luz incidente. Fritz Zernike en 1938 crea el microscopio de contraste de fase, el cual permitia ver
microorganismos transparentes sin necesidad de tefirlos. De ahi solo se mejora dicho sistema, la
platina donde se colocan las muestras, el sistema de revolver y los lentes en su ajuste a través de
un tornillo macro y micrométrico. Hoy en dia existe el microscopio electronico (inventado en
1931 por Max Knoll y Ernst Ruska ) que a través de un haz de electrones inciden en la muestra
para ver el objeto, limitado al rango visual de la luz, lo que permite tener un rango visual de has-
ta 10000x (unos 2 nm) en comparaciéon de los optico que alcanzaba a lo mas 1000x de acerca-
miento (unos 200 nm o 0.2 um aproximadamente).

Ahora bien hasta aqui hemos visto un poco de historia del microscopio, que sin duda ha sido uno
de los instrumentos 6pticos mas importantes en la historia aparte del telescopio, que hace la fun-
cion inversa del microscopio, ver objetos lejanos muy distantes. Sin embargo mientras unos per-
feccionaban mas este instrumento, otros se dedicaban a utilizarlo y hacer investigaciones y des-
cubrimientos, a nivel anatémico, histologico y fisioldgico, ramas que entre si se ayudaron para
resolver muchas incognitas de funcionamiento de muchos seres vivos, ademas de obtener las
curas para sus enfermedades.

Hooke fue unos de los primeros en ver la composicion de un elemento que fue el corcho donde a
cada parte denomino célula; término hoy en dia que se usa para determinar al elemento funda-
mental de conformacién de los seres vivos. En 1833 Brown describe el nucleo celular de una or-
quidea. Schleiden y Schwann en 1838 proponen la teoria celular, afirmando que la célula es la
unidad estructural y funcional de las plantas y los animales. En 1879 Alexander Flemming des-
cribi6 con gran claridad el comportamiento de los cromosomas durante la mitosis de las células
animales. En 1881 Magnus Gustav Retzius uno de los grandes hist6logos y que nadie lo ha supe-
rado ya que describi6 varios tejidos animales con una excelente precision, explico el sistema ner-
vioso y el tejido conjuntivo del ser humano al aportar técnicas para tefir los tejidos y poder estu-
diarlos en el microscopio. Su padre Anders Retzius hizo varias investigaciones que le ayudaron
mucho. Para 1882 Robert Koch aplica colorantes de anilina para tefiir microorganismos y asi
pudo identificar bacterias que causaban la tuberculosis y el colera. Klebs y Pasteur siguieron esa
técnica que les permiti6 descubrir otras bacterias como la de la rabia. En 1843 Camillo Golgi des-
cubre un conjunto de membranas conformando todo un sistema dentro de una célula, confor-
mado por dictiosomas y vesiculas, llamandole en conjunto aparato de Golgi, que sirve para pro-
cesar las proteinas. Para el afio de 1924 el bidlogo francés Antoine Lacassagne aplica inyecciones
de polonio a ratones y conejos para ver sus efectos y para poder estudiar sus tejidos en el micros-
copio y con ello ver las estructuras radioactivas en el sistema biologico de los mismos lo que lla-
mo autohistoradiografia. Antoine fue unos de los incursores de la radiologia, término usado para
las aplicaciones médicas por medio de radiaciones como los Rayos X (descubiertos por Rontgen
en 1895) y la autoradiografia.

Previamente Pierre y Marie Curie descubren el Polonio y el Radio con lo cual son los precursores
de la radioactividad, ademaés hicieron investigaciones en radioquimica y aislaron otros radiois6-
topos y dieron las bases para la energia atbmica. Marie y su hija Irene afios mas adelante descu-
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Introduccion

bre que la radiacion produce una rapida cura a las heridas por lo cual empezo a usarla en aplica-
ciones médicas que se utilizé en la primera Guerra Mundial. Para 1913, Georg Karl Von Hevesy
aplica is6topos radioactivos, que le sirvieron como marcadores para ver procesos quimicos y bio-
logicos.

Ya solo con el tiempo los investigadores fueron mejorando las técnicas de preparacion de los
tejidos, como el tefiirlos de colores para ver algunas sustancias organicas como proteinas, vita-
minas, minerales y enzimas entre otros; que se usan para poder estudiar su relaciéon, funciona-
miento a nivel celular y poder verlo asi en el microscopio. Pero como vemos la radiacion a través
de isotopos radioactivos se utilizé6 también como marcadores para ver esos funcionamientos, lo
que permitia ver los tejidos mucho maés reales, ya que el colorante en ocasiones dafiaba u oculta-
ba otras funciones celulares. Para cuando se utilizan radioisétopos se aplica una técnica diferen-
te, ya que primero se “marca” el tejido en cuestiéon y se pasa después por una placa sensible a la
radiacion logrando asi obtener una autoradiografia.

Para 1970, la escintigrafia o gammagrafia (técnica aplicada a un érgano o tejido o hueso para
atrapar alguna sustancia bioldgica a través de un elemento radioactivo) y las cAmaras de cente-
lleo mejoran la visualizacion de los tejidos y 6rganos. Después aparecieron las camaras de posi-
trones, la tomoescintigrafia y el diagnostico funcional por imagen, hicieron de la histologia y la
fisiologia una de las ramas modernas de la medicina.

Pero a pesar de todos estos avances algo faltaba para poder estudiar a detalle lo que el investiga-
dor veia en el microscopio, ademas de poder conservar esas imagenes que veia para estudios
posteriores o discutirlo con otros cientificos o simplemente detener el tiempo en lo que se veia en
el proceso fisiologico.

Para 1826 Joseph Nicéphore Niépce y Louis Daguerre logran fijar una imagen a través de una
placa fotosensible a la luz hecha de nitrato o cloruro de plata que estaba en una especie de caja
oscura con un agujero por donde pasaba la luz y la imagen misma y que en 1837 Daguerre la me-
jora, que lo que se conoceria después como camara fotografica. Después de eso surgieron varios
modelos sencillos de cAmaras fotograficas, pero la revolucién vino entre los afios 1888-1895 con
George Eastman quien fue el inventor de las primeras camaras fotograficas portatiles en su mo-
delo llamado Kodak, ademas invento el primer rollo fotografico en carrete. En 1835 William
Henry Fox logro conseguir obtener una imagen positiva a través de una negativa, proceso llama-
do calotipo, y este proceso se aplicé con Daguerre. Para 1907 gracias a Auguste y Louis Lumiere
sale las primeras peliculas de fotos a color. Para 1936 sale la primera cAmara reflex SLR de
35mm. Con el avance tecnologico las peliculas fotograficas, su sensibilidad y la velocidad de cap-
tura hicieron la mejora de estos equipos, hasta llegar hoy en dia a la camara digital, donde ahora
se incorpora un visor LCD para poder ver la fotografia y poder guardarla en un dispositivo de
almacenamiento como una memoria, ya sin necesidad del rollo fotografico, gracias a la tecnolo-
gica CCD o CMOS. (CCD inventada por Willard Boyle y George Smith en 1969 en los laborato-
rios Bell) .

Es con este instrumento que se empieza a usar a nivel cientifico entre 1930 y 1940, y que se in-
corpora al microscopio para tener fotografias de células y poder asi estudiarlas y que hoy en dia
ambas herramientas son una poderosa opcion en el estudio a nivel celular de los seres biologicos.
Con el avance de los anos se perfeccionaria otro sistema que también se utiliza con el microsco-
pio que seria la caAmara de video, la cual permite grabar toda la vida y procesos que en un mo-
mento dado tiene un tejido y organismo en estudio, incluso hasta las propias células, este dispo-
sitivo se adicion6 a los microscopios en los afios de 1970.

|
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Introduccion

Y por ultimo, para completar la mejora en lo que se visualiza a través del microscopio y poder
realizar un anéalisis mas completo, se comenzo6 a utilizar la computadora, la cual actualmente se
le conecta una caAmara digital o de video, y por esos dispositivos se recibe la senal o imagen de lo
que a través del microscopio se esta viendo. Siendo la camara del tipo digital o video, para los
estudios bioldgicos se usa comiinmente la CCD ya que tienen una mejor resolucion, porque em-
plea sensores fotoeléctricos que son al final los pixeles que se representaran en la imagen y por
lo cual se pueden traducir en bytes entendibles para la computadora para que puedan ser proce-
sados o guardados segln se requiera.

Al momento de hablar de un proceso, se debera entender la obtencion de la propia imagen y su
manipulaciéon en la computadora, ademéas de perfeccionarla por si tuviera alguna deficiencia,
esto dltimo se logra gracias a procesos matematicos con los pixeles, para obtener la mejora, que
comunmente se llama filtro digital.

Cabe hacer mencion que la historia de la computadora desde sus inicios hasta como esta en
nuestros dias, se dio a mediados y finales del siglo XX, la cual paso por 4 generaciones, de donde
paso de una computadora que ocupaba grandes espacios que oscilaban de los 80 a los 120 me-
tros cuadrados y consumia varios cientos de kilo watts de energia eléctrica por dia, hasta llegar a
las actuales reducidas al tamafio de menos de medio metro cuadrado, ademéas de que antes solo
procesaba informacion como 5000 operaciones aritméticas comparadas con los millones de ope-
raciones que se logran con las actuales.

En el siglo XXI los microscopios, las camaras digitales de foto o video y las computadoras son las
mejores herramientas en conjunto que se tiene para poder estudiar con detalles las caracteristi-
cas y funcionalidades de las diferentes células que hay en los tejidos, lo que permite descubrir las
causas de las enfermedades y sus curas.

La Neuropsiquiatria es una rama mas de la medicina que usa mucho estas tecnologias, especifi-
camente en nuestro caso el Laboratorio de Neuropsiquiatria de la BUAP continuamente se hacen
estudios para saber las causas que originan algunas deficiencias o alteraciones en el comporta-
miento, para poder asi aportar explicaciones a diversos problemas que enfrenta la humanidad,
como son la esquizofrenia. Continuamente con ratones se hacen estos estudios, que investigado-
res y alumnos realizan para poder conocer mas la forma y trabajo del cerebro.

En esta introduccion se quiso mostrar el avance que ha tenido cada una de las 3 tecnologias que
ayudan en el laboratorio, ya que de esas tecnologias el investigador obtendra imagenes digitales,
las cuales estudiara planteara hipotesis y llegara conclusiones. En nuestro proyecto de tesis, se
daran mas herramientas para que el estudio se mucho méas adecuado a nivel de las imagenes
digitales, ademas de que se ahorraran costos y tiempo de trabajo.

En esta tesis veremos en el Capitulo 1, un poco mas de las ramas que ayudan a la Neuropsiquia-
tria, como lo es la Histologia y la Fisiologia, ya que algunos de sus conceptos se usaran para po-
der trabajar con las iméagenes, ademés de la forma en que se obtienen las mismas y que es por
medio de la autoradiografia. Pero previamente se vera un poco de como se preparan los tejidos y
muestras a ser analizadas asi como los factores que influyen, ya que, algunas de sus etapas las
usaremos para deducir resultados en la autoradiografia.

Siguiendo después el Capitulo 2, donde conoceremos un poco mas de como la computaciéon ayu-
da, ademas de algunas caracteristicas que tienen las imagenes que se obtienen, los principales
tipos que hay, y de como procesarlas cuando estas no presentan algtn color.

|
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El Capitulo 3, se presentan ya las bases de las herramientas que esta tesis provee al investigador
para ayudarlo en sus estudios, los objetivos a cumplir, la metodologia a seguir asi como un anéli-
sis previo de los problemas que se tienen y que se resuelven con este proyecto.

En el Capitulo 4, presenta la forma en como se disefiaron cada una de las herramientas u opcio-
nes del proyecto, los algoritmos que se siguen con base a la metodologia del Capitulo 3 asi como
quedaron integrados.

Para el Capitulo 5, viene ya la implementaciéon de todo lo visto en los capitulos anteriores, como
se disefiaron e implementaron y programaron cada una de las herramientas que este proyecto de
tesis provee para el investigador.

Para concluir con el Capitulo 5, se presentan algunas pruebas y resultados del proyecto de esta
tesis, que se denomina Sagefh, ademas de algunas caracteristicas de trabajo del mismo.

Al final de esta tesis, se presentan las conclusiones a las que se lleg6 con este trabajo, los objeti-
vos cumplidos asi como algunas de las limitaciones que se presentaron al realizar las pruebas
con el programa, que no representan por el momento alguna inconveniencia para el investiga-
dor al realizar sus estudios.

En otros apartados de esta tesis, se presentan como anexos, en los cuales se proporciona infor-
macién a detalle de las principales ecuaciones y formulas matematicas aplicadas, un manual de
usuario y algunas tablas de radioactividad de los is6topos que se usan para la obtencion de una
autoradiografia. Como final se presenta la Bibliografia empleada.
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“En la ciencia como en el campo de la observacion,
la casualidad s6lo favorece a la mente preparada”
Louis Pasteur
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Capitulo 1

Capitulo 1
LA PARTE CIENTIFICA A ESTUDIAR

En este capitulo se describen los diferentes conceptos y elementos relacionados con la tesis des-
arrollada, que se basa en un Sistema de Analisis Morfologico de Medicion de Células y Estructu-
ras Biologicas; desde un punto de vista cientifico de investigaciéon a nivel microscopico, aunque
nuestro software para mayor exactitud lo llamaremos Sistema Analizador Grafico para Estudios
Fisiologicos e Histologicos.

Esta tesis consistié en desarrollar un sistema capaz de analizar una fotografia tomada a células o
estructura biologica de cortes histologicos de animales y por medio del procesamiento digital de
imégenes dar al cientifico otra perspectiva de las mismas células de lo que hay a su alrededor,
también se realizan ciertas operaciones algebraicas con base a caracteristicas que tiene la foto-
grafia que se analiza, dando herramientas al cientifico para poder obtener mejores resultados de
su estudio.

Los estudios en este tipo de investigaciones comenz6 desde el siglo XVIII con Robert Hooke,
cuando construy6 un microscopio compuesto y analiz6 con el una rebanada delgada de corcho y
observo que estaba conformada por diminutos compartimientos vacios, separados por paredes
delgadas de lo que hoy sabemos que es celulosa. También con el anatomista y fisi6logo francés
Bichat (1771-1802) que escribi6é una obra sobre los tejidos del organismo con base a estudios del
microscopio en la cual dio su nombre a més de 20 tejidos. Estos son tan solo unos ejemplos de lo
que esta area implica, y mas atin mas adelante fue creciendo, basta decir que el bidlogo y quimico
francés Luis Pasteur (1822-1895) por sus grandes investigaciones en enfermedades contagiosas y
fermentaciones, es el descubridor de la profilaxis de la rabia del carbunco y creador de la micro-
biologia, quien dio inicio a la creacion de vacunas y medicinas.

Por lo que en éste capitulo se explican ciertos detalles necesarios para ir comprendiendo y des-
arrollando la temaética de la presente tesis.

1.1 La Morfologia y la Histologia como ciencias

Para ubicarnos y entender mejor lo que se trata de hacer, primero se procede a dar ha entender
cada palabra o término que se aplica dentro de esta tesis.

Aqui las imagenes obtenidas del microscopio a un nivel celular se obtienen de cortes muy delga-
dos hechos a tejidos animales y de hecho de un tejido pueden salir varios cortes, eso dependien-
do del grueso del mismo y también dependen de lo que se desea estudiar.

También para el desarrollo de esta tesis involucraron conocimientos de varias ciencias, para
tomar caracteristicas de cada una de ellas y conformar la programaciéon necesaria a un nivel
computacional.

BUAP-FCC 7



Capitulo 1

Empezamos primero con la palabra Morfologia que viene del griego Morphe que significa Forma
y Logos es Tratado, lo que nos dice que la Morfologia, se encarga del estudio de algo que se basa
a su forma y su estructura; para nuestro caso, es el estudio de las formas de las células o conjun-
tos de células como son en una estructura o un érgano. Se hace esta ultima especificaciéon, por-
que la Morfologia es usada en muchas otras areas como en la Gramatica, donde reconoce formas
de escritura, la Mineria reconociendo piedras y productos en las excavaciones, en estudios de
imégenes de satélite, para el pronostico del tiempo, en la Medicina, en la Antropologia y Arqueo-
logia, etc., en fin la Morfologia es un area muy usada en todos los ambitos cientificos. Por men-
cionar también el anélisis de las imagenes radiograficas y estudios de ultrasonido (Ecografia) en
relacion con las ciencias médicas, de las fotografias aéreas en ciencias naturales, de imagenes
satelitales en meteorologia, de las escenas a través del microscopio en biologia etc., son ejemplos
de algunas de las aplicaciones mas difundidas.

En esta tesis nos encargaremos de estudiar las caracteristicas de la fotografia tomada a las célu-
las por el microscopio, a los cortes histologicos de los tejidos, buscando efectos en ella que den
mas de sus detalles; se hacen operaciones algebraicas y obtienen resultados que el cientifico
necesita en sus investigaciones.

Para nuestro estudio también nos involucramos en una subarea de la Morfologia; la Morfome-
tria, que es la Morfologia donde se usan medidas, esta palabra proviene de las raices griegas
Morphe que significa Forma y de la palabra Metrén que es Medida. En la morfometria se cono-
cen o buscan parametros tales como longitud, area, perimetro, etc. a nivel celular de diferentes
tejidos histoldgicos o cortes, en nuestro caso solo usamos la longitud y las intensidades de color
de la fotografia para realizar varias operaciones matematicas, asi como la obtencién de los Histo-
gramas.

Es importante aclarar otro concepto ya antes utilizado, el histologico, que viene de la palabra y
ciencia Histologia, que a su vez esta viene de Histos que es Tejido y Logos es Tratado, por consi-
guiente es la ciencia que estudia los tejidos; al decir tejidos histologicos se refiere al tipo de cor-
tes que se hacen a nivel de tejido celular.

El estudio de la Histologia y la Morfologia exigen aprender no s6lo temas nuevos, sino también
un nuevo lenguaje, pues en ellas se aprenden e involucran los nombres de todo aquello que me-
diante el microscopio puede ser identificado, en todas las caracteristicas del tejido u organismo.

Ahora bien para la obtencién de los pardmetros antes mencionados u otros donde se requiera
medir algo de las células se hace necesario el uso de técnicas de medicion u operaciones algebrai-
cas y que antes de este sistema se hacian a mano o con otros programas impidiendo el rapido y
excelente desempeno de la investigacion, lo que da otra finalidad de este tema de tesis y la nece-
sidad de realizar un programa que contenga todo lo necesario para poder trabajar adecuadamen-
te.

Por ejemplo, para el calculo del tamano lineal de una célula, que es una caracteristica de la mis-
ma Morfologia y Morfometria a un nivel celular, se realiza mediante la obtenciéon de una imagen
tomada del microscopio en forma digital mediante el uso de una camara; una vez que se tiene la
imagen en el monitor de una PC se procede a la ubicacion y medicion de una célula especifica y
esto se hace a simple vista. Se ha demostrado que lo que nuestra vista ve a veces es inexacto, por
consiguiente se requiere automatizar este proceso para tener resultados reales y fidedignos y
mucho mas a un nivel microscopico y celular.
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Otra forma del calculo que se hacia antes consistia y en muchos lugares todavia se hace es dibu-
jar el tejido en observacion sobre una tableta digitalizadora, la cual iba a mandar el dibujo traza-
do al programa de la computadora, de ahi se llevaran a cabo las operaciones de calculo que se
requieran. Dado que este programa cuenta con coordenadas (x, y), lo cual facilita un poco mas
las operaciones, pero la situacion es que debe realizarse previamente un dibujo para poderlo co-
locarlo en la tableta digitalizadora y eso también a veces es inexacto.

Los ejemplos anteriores de medicion son poco confiables dependiendo de la destreza del investi-
gador, ya que todos los estudios se realizan a nivel celular de forma manual y esto implica mane-
jar unidades de medicion muy pequenas. A continuacion se muestran las medidas mas usuales
que utiliza la Morfometria y la Histologia, para darnos una idea de como se trabaja en esta area y
la importancia de la exactitud:

Unidad Simbolo y valor
Micrémetro o micra 1um = 0.001mm = 10° m
Nanometro inm = 0.001 micrémetro

Por ello la necesidad de usar la computadora para este campo de la Morfometria, parte necesaria
de la Morfologia e Histologia. Hoy en dia hay técnicas méas avanzadas y se toman las medidas en
el momento del corte y son asignadas en la imagen en el momento de la captura de la imagen y
pasarla a la computadora.

Estos son tan solo ejemplos sencillos, de la cual la ciencia de la Morfologia junto con la Histolo-
gia se encargan de estudiar este mundo fascinante de los tejidos animales y mas atn a un nivel
celular.

Actualmente en el Laboratorio de Fisiologia se utiliza una computadora conectada a una camara
que tiene el microscopio, con ello se quita el problema de obtener una imagen celular a ciertas
medidas, pero el proceso de analizar células, estudiar la fotografia de las mismas y hacer opera-
ciones especializadas para este campo o unidos en un solo programa, fueron la finalidad de este
proyecto.

1.2 La ciencia de la Fisiologia

Otra de las areas y ciencias de interés para nuestra tesis es la Fisiologia que viene del griego Phy-
sis: Naturaleza y Logos que es Tratado. [9] y que por consiguiente la Fisiologia es la ciencia que
estudia la vida y las funciones organicas, es decir, estudia las relaciones que hay entre los dife-
rentes componentes organicos para formar un ser viviente, incluso estudia las células y como
interactdan entre ellas para formar componentes de los seres vivos, tal como ocurre con los teji-
dos organicos ya sea animales o vegetales.

Esta ciencia nos permite con su estudio, conocer mas las relaciones que tienen las diferentes par-
tes que conforman un ser, por ejemplo al mover un brazo o un pie, se mueven mas de 100 mus-
culos en el ser humano, cada uno tiene una funcion, pero el conjunto de todas esas funciones son
el movimiento. Otro ejemplo es cuando se produce un bostezo, hay diversas funciones, como el
movimiento de los musculos de la boca, las ordenes del cerebro a través de pulsos eléctricos para
coordinar todos esos musculos entre otras funciones organicas, de todo eso se encarga de estu-
diar la fisiologia, los detalles de esas funciones, sus fallas o sus curas, ya las estudian areas espe-
cificas, como la medicina.

1.2. Preparacion e interpretacion de los cortes histologicos

BUAP-FCC 9



Capitulo 1

Como se mencion6 anteriormente, las fotografias que se procesaron en la presente tesis, se ob-
tuvieron de cortes muy delgados, hechos a tejidos de animales.

Para empezar veamos los pasos que se hacen para obtener esos cortes histologicos.

1.2.1 La Microtécnica

Para la visualizaci6on de los organismos vivos, sus tejidos y estructuras celulares, mediante el
microscopio, se requiere una serie de manipulaciones y procedimientos ya que muchas veces
esas estructuras son transparentes o bien se encuentran formando volimenes macizos tridimen-
sionales donde se superponen unas a otras, impidiendo ser observadas de manera correcta, no
obstante algunas por su delgadez y color, si se pueden observar directamente, como es el caso de
la oreja, el peritoneo, la membrana interdigital de la rana, etc. donde se ven los vasos sanguineos
con los eritrocitos circulando por ellos [7]. Las células en cultivo también se pueden observar
directamente. Pero la forma més estable y clara de observar las estructuras es en tejidos muertos
y coloreados.

Ahora bien, la muerte que es la interrupcion irreversible de los procesos biologicos ya sea animal
o vegetal cuando llega a ocurrir comienzan los procesos degradativos a los tres niveles: Quimico
(descendiendo el pH y activandose los sistemas hidroliticos); Celular (alterandose las membra-
nas difundiendo los elementos); y Organico (microorganismos que empiezan la degradacién) [6]

[7].

Con todo lo anterior se siguen una serie de procedimientos para poder detener esa situaciéon de-
gradante de los tejidos, para tenerlos preparados y asi poder ser visualizados en el microscopio
de manera correcta; a esa serie de procesos se le llama Microtécnica y existen muchos tipos de
ella dependiendo de lo que se quiere ver en la imagen o de los procesos de los tejidos que se quie-
ren analizar. La Microtécnica puede ser aplicada con el animal anestesiado previamente para
después realizar los cortes o bien se realizan los cortes y después se aplica la Microtécnica.

Existen dos tipos de microtécnicas esenciales:

1- Por Congelacién a -120 °C (el ideal, no siempre aplicable por problemas técnicos y de proce-
samiento posterior).

2- Por Fijacion, empleando sustancias quimicas (fijadores) que mantiene la forma de las estruc-
turas y de las cuales hay varias formas de hacerlo, ademas de que elimina las enzimas autoliticas
las cuales impiden que haya descomposicion bacteriana.

Ahora bien, existen dos momentos para la obtenciéon de las muestras o tejidos, uno se hace direc-
tamente del ser vivo, llaméndosele biopsia; o bien después de su muerte que es la necropsia o
autopsia. Tan pronto como son obtenidas las muestras se someten a cualquiera de las dos micro-
técnicas para evitar su descomposicion. Para el caso cuando se hace por la técnica de Fijaciéon se
realiza de la siguiente manera:

a).- Fijacion por Inmersion. Esto se hace extrayendo la muestra y cortandola en pedazos de 5
mm de grosor o menos para después sumergirla en el fijador con un volumen veinte veces mayor
que de la muestra.

b).- Fijacion por Perfusion. Esto se hace directamente con el ser vivo, donde el animal primero es
anestesiado y después es directamente abierto, para que después por un gotero sea conectado al
sistema circulatorio del animal directamente en el corazon y sea lavado por medio de un sistema
que aplica una solucion lavadora, asiya limpio sea aspirado y le sea agregada en seguida la solu-
cion fijadora.
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.

Aspirador

Fig. 1.1 Rat6n sometido a la técnica de Fijacion por Perfusion para poder extraer muestras para su estudio
posterior.

Al final de este proceso de fijacion y si se desea, solo se hara el proceso de corte de los tejidos
que se requieran, ya que los tejidos o muestras pueden ser cortados antes o después de la fijacion
segun los procesos metabdlicos y biologicos que se desean conocer.

Después de obtenido el tejido, se procede a congelarlo o bien a realizar los cortes a detalle de los
mismos con la ayuda de un Criostato, un microtomo dentro de una camara refrigerada. Esta ope-
racion puede durar de 30 minutos a varias horas.

Por consiguiente para estudiar un corte histolégico al microscopio es necesario tener en cuenta
que la estructura de las células y tejidos, puede estar alterada hasta cierto punto, por la técnica
histologica o de fijacion; o en otros casos las mismas células ya pueden estan muertas debido a
que el tejido, ya no esta en el animal vivo.

Ahora bien hay varios tipos de fijadores, dependiendo de la estructura que se quiere conservar y
analizar, hay fijadores que mantienen las proteinas, los hidratos de carbono, las grasas o lipidos
o células de enfermedades que se estén estudiando; ademés algunos fijadores que se usan, preci-
pitan las proteinas de los tejidos, transforman el protoplasma, que in vitro es un coloide hidréfilo
en un precipitado irregular (precipitado: recipiente de vidrio de laboratorio) que son asi reque-
ridos para su estudio. Para la obtencion de cada estructura se siguen pasos necesarios, por decir
para la obtencién de los hidratos de carbono es necesario evitar que la muestra se disuelva en
agua, para ello hay que extraer el agua mediante fijadores, cuya avidez por el agua sea mayor que
ellos, por lo se emplea alcohol etilico (alcohol etilico al 70% en agua), y acetona, aunque esto
tienen el inconveniente ya que retraen los tejidos y los endurecen para el procesamiento poste-
rior.

Las etapas de la técnica histologica subsiguientes a la fijacién como la deshidratacion, la aclara-
cion, inclusion y coloracion de la estructura de los tejidos también introducen algunas modifica-
ciones en los tejidos, principalmente la inclusion en parafina que se hace a 60 grados °C, provo-
cando retraccion de las células y reduciendo su volumen en aproximadamente un tercio.
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Tiene cabida hacer un poco de detalle en los procesos mencionados anteriormente después de la
fijacion. Para la coloracion después de la fijacion, se procede a poner el tejido en el portaobjetos
y acto seguido se procede a teiir, colocando sobre €l el colorante poco a poco. Se deja durante
unos minutos, a continuacion se inclina el portaobjetos para eliminar el excedente de colorante,
siguiendo el procedimiento se pasa a deshidratar, afiadiendo alcoholes de concentracion cre-
ciente, 70%, 90% y 100%, 2 minutos cada uno hasta que esté deshidratado, segin como se re-
quiera y segun la estructura a analizar. Los colorantes permiten cambiar el contraste entre los
distintos componentes de las células y los tejidos para poderlos diferenciar o ver mejor con el
microscopio o bien para poder ver algunas células especificas a estudiar; proceso que dura hasta
3 horas de preparacion. Aqui también existen diversos tipos de colorantes segun el tejido o para
lo que se requiera. En algunos casos, sera necesario tomar la imagen a grises y con el programa
adicionar colores falsos.

Del mismo modo se procede a aclarar, dar transparencia anadiendo xileno, durante 5 minutos,
para no dejar excesos de colorante que impida con ello ver las estructuras celulares. Una vez
aclarado se procede a montar el tejido sobre otro portaobjetos o en el mismo para después ser
colocado en el microscopio y asi empezar a tomar las fotografias para su estudio.

Cabe hacer mencién que estas ultimas caracteristicas se tomaron en consideracién en la presen-
te tesis. Por mencionar la coloraciéon que se hizo en algunos tejidos o células, fue necesario apli-
car filtros computacionales para poder comparar una fotografia con otras, como el poner color
falso a una imagen en gris segln sus tonalidades y reducir a grises una imagen a color, ademas
de la calibracion de las tonalidades de gris, con base al elemento fijador usado en el corte histo-
logico.

Una dificultad en el estudio de la Histologia, consiste en que cuando se tifie una preparaciéon his-
tologica o corte, s6lo algunos aspectos de las estructuras de los tejidos son puestos en evidencia,
dependiendo de la técnica aplicada, ya que existen muchas. Es imposible hacer una preparacion
que muestre la totalidad de los componentes celulares y todos los detalles de los tejidos que se
visualizaran en la fotografia que obtendra el microscopio. Es necesario en consecuencia, exami-
nar varias preparaciones, coloreadas por diferentes métodos, para tener una idea mas completa
de la composicion y estructura del tejido u érgano que queremos estudiar. En la dltima parte de
la tesis, se aplicaron algunas técnicas para poder componer en cierta forma la imagen.

Supongamos que se aplica un método de coloracion al corte y se obtuvo una fotografia muy oscu-
ra o borrosa, debido a que el colorante o fue muy oscuro o reaccion6 de esa forma con el tejido;
entonces se puede proceder con algoritmos para poder quitar lo oscuro o poco nitido de la ima-
gen desde un punto de vista computacional.

La obtencidon de un corte para ser analizado en el microscopio y después con el programa, necesi-
ta ser preparado con mucha precision, ya que pinzar o exprimir el tejido de forma innecesaria lo
deforma. De un tejido se obtienen secciones o cortes llamados bloques, su grosor varia desde una
hasta 10 micras (um).

Otro detalle, después de tener preparado el corte y listo para ser analizado en el microscopio, el
portaobjetos debera estar limpio para evitar errores al momento de analizar el bloque. En algu-
nos casos también al bloque se le coloca encima un cubreobjetos para poder ser estudiado mejor.
Con esta ultima observacion la Microtécnica se completa y ahora solo se procede a analizar el
tejido.
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En la BUAP en general el proceso méas comun es anestesiar el animal que son ratas o ratones, y
después se les aplica el proceso de fijacién por perfusion, para seguir con el proceso de corte del
tejido a estudiar y por el ultimo se tifie para su observacion en el microscopio, aunque también se
utiliza la técnica por congelacion donde su nombre lo dice los tejidos se congelan en isopentano a
-40 °C y después se procede al corte del mismo para posteriormente ser estudiados. En cualquie-
ra de las 2 microtécnicas si los tejidos no se requieren en ese momento, se mantienen en conge-
lacion a -80°C.

Cabe hacer mencion que uno de los estudios que se realizan en nuestra universidad, es analizar
las anormalidades tempranas en el neurodesarrollo que conducen a los cambios del comporta-
miento ligados a problemas de esquizofrenia o epilépticos y para ello el cerebro del animal se
dafia por asi decirlo con drogas, tales como el acido ibotenico (CsHsN.O,4) o kainico (CsHsN.O,);
pero estas drogas lamentablemente ocasionan dafos mas severos y no de forma como se requie-
ren. Por ello existe una reciente innovacion para danar el cerebro del animal para estudiar la
esquizofrenia y que se aplica en los laboratorios de Fisiologia, la cual consiste en realizar el dafo
del animal por medio de un laser de CO,, con un lente para reducir la amplificaciéon del laser y
enfocarla hacia un solo punto; con ello se tienen lesiones finisimas de algunas micras y sin mu-
cho dafo al tejido de la corteza prefrontal (PFC) del cerebro del animal, acciéon que se hace du-
rante aproximadamente 30 minutos. [8] Con ello después se procede a la parte de la Microtéc-
nica, para asi poder estudiar en microscopio lo que se busca acerca de esas anormalidades y de lo
que conduce a la esquizofrenia o a los ataques epilépticos o de lo que ello derive.

Ahora bien existen una gran diversidad de microscopios como el microscopio fotonico, el elec-
tronico, el de luz, el de contraste de fase y el de interferencia entre otros mas. Estos varian por el
factor de amplificacion y por la incidencia de luz que dan al objeto de estudio. Para nuestro caso,
en el Instituto de Fisiologia, se usa el microscopio de luz clara marca Leica modelo DMLS hecho
en Alemania, adicionado con una video cdimara CCD marca JVC, modelo TK 1380 o una similar,
con la opcién de usarlo también con fluorescencia, luz oscura y luz con contraste. Fig. 1.2. En el
caso de uso de laser de CO. se tiene un Synrad, modelo 48-11 28W US; para el criostato un Leica,
modelo CM1100 tambien hecho en Alemania, en el cual se pueden obtener secciones o cortes de
hasta 50 micras en el tejido coronario.

La interpretacion final del corte, después de todo, dependera del investigador ya que el sabe lo
que esta buscando y analizando.

1.3 La Autoradiografia

Por ultimo hablaremos de la Autoradiografia o Histoautoradiografias que es aquella imagen fo-
tografica tomada por decaimiento radioactivo mediante una placa sensible a la radioactividad;
utilizada para detectar moléculas radioactivas en células, tejidos, y moléculas separadas por elec-
troforesis (DNA, RNA, proteinas y otros elementos organicos que encontramos en los tejidos),
usado con el fin de delimitar ciertas células o areas del tejido en estudio o bien sus formas de
estructura y evolucion de los mismos. También se pueden marcar determinadas sustancias orga-
nicas del tejido con un is6topo radioactivo que emite rayos particulas alfa, beta o rayos gamma,
de modo que se puede seguir su trayectoria metabodlica detectando el is6topo mediante una
emulsion fotografica enfrentada a él y que posteriormente se revela, por tan solo decir Timidina
tritiada que se incorpora al DNA para que pueda ser visualizada [7], es decir, la autoradiografia
es un poderoso y moderno método en cierta forma econdémico realizado, para revelar la distribu-
cion espacial de sustancias radio-etiquetadas en materiales biologicos en forma clara. [10] Aqui
también se aclara que el is6topo radioactivo al final tiende a afectar el tejido organico es por ello,
que hay tiempos en que el tejido puede estar en contacto con el is6topo y dependiendo del mis-
mo se pueden encontrar elementos bioldgicos en el tejido en cuestion de dias o meses. La Auto-
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radiografia se puede catalogar como un método de fijacidon, ya que como se menciono permite
ver ciertas células y su interactividad previamente sefialados con los isétopos radioactivos.

Los elementos radioactivos comunes que se utilizan en el Instituto de Fisiologia son Tritium
(3H), Fosforo 32 (32P), Fésforo 33 (33P), Yodo 125 (*251), entre otros con menos uso con las carac-
teristicas y recomendaciones que da la compania Amersham Life Science, para dar seguridad a
los cientificos que usan estos elementos radioactivos [11]. En nuestro programa se utilizaron mu-
cho ese tipo de fotografias y se hicieron calculos matematicos para ver el funcionamiento que
sigue el proceso del is6topo al ir descomponiendo poco a poco el tejido o asi mismo, que se calcu-
16 por medio de factores dados en las propias tablas de la Amersham Life Science, que por mas
de 50 anos ha estudiado estos elementos radioactivos y que se realiza a través de un proceso de
Calibracion de la Curva que mas adelante se explicara a detalle.

1.4 Obtencion de las Imagenes por medio del Microscopio

Otro elemento de interés por el cual se desarrolla un sistema de este tipo, es que los microsco-
pios no han cambiado mucho desde el siglo XIX, a lo mas han cambiado la forma de hacer los
lentes del mismo permitiendo una mayor potencia de amplificacion. Sin embargo, junto a esta
herramienta que continda casi inalterable, en los tltimos afios el entorno de trabajo del cientifico
ha incorporado progresivamente un nuevo utensilio: la computadora u ordenador. Hoy en dia ya
es habitual disponer en las mesas de trabajo una computadora junto al microscopio. Y esta in-
corporacion ha tenido lugar en un periodo muy breve. Practicamente hace diez afnos la informa-
tizacion de este tipo de trabajo era casi desconocida. Como se observa esta area todavia esta en
pleno desarrollo desde un punto de vista de tecnologia computacional.

Ahora bien, como se mencion6 anteriormente el microscopio cuenta con una computadora co-
nectada al mismo, lo cual por medio de un software especial, en nuestra caso QWIN Software,
obtiene la imagen vista por el microscopio y es almacenada en formato TIFF, ya que dicho for-
mato conserva mejor las caracteristicas de la fotografia. De ahi ya se procede a analizar por parte
del investigador.

o

t U

Fig. 1.2 Microscopio Leyca modelo DMLS
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Capitulo 2
LA PARTE COMPUTACIONAL A ESTUDIAR

Como hemos visto, esta tesis trata de desarrollar un sistema capaz de analizar imagenes digitali-
zadas de células o sus partes que se encuentran en tejidos animales tomadas desde un microsco-
pio. Al referirnos a imagenes digitales nos enfocamos a fotografias que se encuentran bajo un
formato para la computadora.

Durante los altimos anos la Ciencia de la Computacion se ha ido adentrando a esta area; con el
estudio y ayuda de la Morfologia en las imagenes, las redes neuronales, el procesamiento de ima-
genes a color, la comprension, el reconocimiento de imagenes y los sistemas inteligentes de ana-
lisis de imagenes entre otras mas ha ido creciendo. Incluso esta area se ha mezclado mucho con
las matematicas, ya que dia a dia los algoritmos se hacen mas complejos y utilizan integrales y
series de Fourier entre otros métodos. Para nuestro caso usaremos mucho de estas operaciones y
otras mas; asi también se aplican otro tipo de operaciones para obtener resultados particulares y
especificos que el investigador requiera segin su area de estudio.

Se han hecho varios algoritmos conocidos dentro de esta area para cambiar o procesar las ima-
genes digitales llamados filtros. Entre los filtros m4s comunes estan los de binarizacién, de nega-
tivo, de promedio, suavizantes, realzantes, modelados a color, modelado a grises, entre otros que
explicaremos mas adelante, segin se utilicen en esta tesis. El area de procesamiento digital de
imagenes ha estado en continua evolucion y dia a dia se hacen diferentes algoritmos mas pode-
rosos y rapidos para poder procesarlas. Y que estos han ido mejorando conforme mejoran los
avances tecnologicos del hardware de la computadora.

Cabe hacer mencion, que la tesis se desarrolld haciendo uso del lenguaje de programacion Bor-
land Delphi version 5; ya que este lenguaje proporciona una interfaz e instrucciones relativamen-
te faciles para procesar imagenes.

Es entonces que este segundo capitulo trata sobre los conceptos relacionados y fundamentales,
asi como algunos antecedentes a este proyecto desde un punto de vista computacional para po-
der entenderlo conforme se vaya avanzando en este escrito y segin el desarrollo de nuestro pro-
grama.
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2.1 El microscopio y la computadora

Actualmente el tener una computadora en estudios como estos, agiliza los diferentes procesos,
aparte de hacer mas exacta la investigacion celular, permite guardar resultados del experimento,
al almacenar las imagenes, lo que antes no era posible. Esto porque se hacia un experimento y
después las muestras eran destruidas, ya que no habia cAmaras digitales capaces de ser conecta-
das al microscopio para guardar el experimento, cuando ya se adaptaron las camaras al micros-
copio las imagenes tomadas eran muy grandes para poder ser guardadas, esto por limitaciones
de capacidad. Hoy sélo basta guardar los resultados tedricos y experimentales, asi como sus iméa-
genes en la computadora o en un simple CD, permitiendo volver a observar y analizar mas tarde
esos mismos resultados. Incluso hoy en dia estos experimentos y sus resultados pueden ser con-
sultados via remota, ya sea por Internet o por videoconferencia.

La computadora al contar con periféricos extra como una tarjeta digitalizadora, buena memoria,
una camara de video digital o de fotografia digital interconectada al microscopio y a la computa-
dora, permiten hacer la captura de la imagen a ser procesada, es decir, obtener una imagen digi-
tal. Después de obtenerse dicha imagen se procede a analizarla ya sea con un software comercial
para imagenes como Adobe PhotoShop, Corel Photo Paint o Paint Shop Pro; o bien con algin
software especializado para el area como VisioScan o Morpheus de CVB, Mddulos para anéalisis
morfologico de imagen o Ramses, Tool for image detection with normalize correlation o Manto -
Software for general Object Recognition entre otros mas que existen en el mercado y que en su
mayoria emplean el idioma inglés.

Lamentablemente todos estos programas o software basados en un microscopio tienen un costo
para su uso, por decir en el Laboratorio de Fisiologia se maneja un software especial llamado
LEICA Qwin v. 2.5 el cual tiene un costo muy elevado y su compra se limita a que se use en una
en una sola maquina lo cual limita su uso. También cabe mencionar que anteriormente habia
software hecho bajo plataforma DOS y de forma libre, pero debido a la rapida evolucion de las
computadoras y a la inclusion de graficos en todos los programas destinados a usuarios, esto
ocasion6 que se volvieran obsoletos, ya que hoy en dia todos usan graficos. Esta tesis propone y
da una herramienta en espafiol y bajo un formato grafico para poder ser usado en el area de la
Histologia y Morfologia del Instituto de Fisiologia, pero sobre todo de forma libre o sin costo
alguno pudiendo ser mejorado para otros fines y se puede usar en varias computadoras.

Por tultimo cabe hacer mencién en esta seccion que existe un microscopio (especificado ante-
riormente) en el Laboratorio de Fisiologia que se encuentra conectado a una computadora u or-
denador y que por medio del software LEICA Qwin version 2.5 se obtiene la fotografia o imagen
digital que se observa en un instante determinado en el microscopio. Dicho software obtiene la
imagen digital bajo el formato computacional de iméagenes llamado TIFF (Tag Image File For-
mat) y que hizo necesario implementar en la tesis para poder abrir, guardar, y modificar ese tipo
de iméagenes.

2.2 Las Iméagenes Digitales

Pero comprendamos primero cada parte de esta area con mas exactitud: Las Imagenes Digitales
son fotos electronicas tomadas de una escena o escaneadas de documentos, fotografias, manus-
critos, textos impresos e ilustraciones, etc. Se realiza una muestra de la imagen digital y se con-
fecciona un mapa de ella en forma de cuadricula de puntos o elementos de la figura llamados
pixeles. Un pixel es la unidad més pequena para representar un grafico en una computadora. A
cada pixel se le asigna un valor tonal (negro, blanco, matices de gris o color), el cual esta repre-
sentado en un cédigo binario (ceros y unos) y se le ubica bajo una pareja de coordenada (x,y)
sobre el mapa total de la imagen. Los digitos binarios ("bits"), para cada pixel son almacenados
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por una computadora en una secuencia, y con frecuencia se los reduce a una representacion ma-
tematica (comprimida). A mayor compresion de la imagen menor calidad de la misma, pero
también ocupa menor espacio en disco y en memoria. Luego al abrir una imagen la computadora
interpreta y lee los bits para producir una version analégica para su visualizacion o impresion, de
esta parte salen los diferentes tipos de formatos o algoritmos que pueden comprimir o descom-
primir una imagen como JPG, BMP, TIFF, PCX, PNG, GIF entre otros mas. En nuestro caso se
manejaron imagenes principalmente del tipo JPG, BMP y TIFF. Con lo anterior hacemos notar
que una imagen digital se conservara mejor con el tiempo, ya que la secuencia de 0’s y 1’s nunca
cambiard, mientras una imagen o fotografia convencional como es de papel se deteriora con el
tiempo. Ahora bien, una imagen digital segiin la cantidad de pixeles que se necesiten para repre-
sentarla se le llama resolucion, y asi a mayor resolucion mayor calidad, nitidez y exactitud de la
imagen tomada, pero también ocupan més espacio en memoria y en disco; la imagen en el proce-
so digital maneja un ancho y un alto y el cual para mencionar la dimensiéon de la imagen se to-
mara asi ancho por alto. En la presente tesis, se manejaron imagenes con resoluciones en su ma-
yoria superiores de 800x600 pixeles.

2.3 Imégenes en Formato TIFF

El formato de imagenes TIFF (Tag Image File Format) es el tipo de archivo de la imagen digital
que se obtendra en el microscopio, después de ser analizado el corte histologico, ya que conserva
mejor las caracteristicas originales del experimento debido a su formato a comparaciéon de otros;
por ello se utilizo este tipo de formato en esta tesis. Las Imagenes TIFF tienen las siguientes pro-
piedades:

- Tipo: Bitmap.

- Colores que soporta: 1 a 24-bit.

- Se comprimen y descomprimen (visualizar y guardar) con los algoritmos: RLE, LZW, CCITT
Grupo 3y Grupo 4, JPEG.

- Medida maxima que alcanza la imagen: 232 - 1 bytes

- Soporta imagenes miltiples por archivo.

- TIFF fue creado por: Aldus Corporation

- Plataformas de sistemas operativos que soportan TIFF: MS-DOS, Windows, Macintosh, UNIX
entre otros.

Las imégenes TIFF también son usadas para el almacenamiento e intercambio de datos ya que
estas imagenes pueden ser comprimidas varias veces, y segun requiera el usuario, lo que permite
que esté en varios sistemas operativos.

El formato TIFF fue creado en 1986 por la Corporacion Aldus como un método para almacenar
las iméagenes de los escaners de aquel tiempo, las cuales eran en blanco y negro y se usaba para
almacenar las imégenes de las aplicaciones de publicidad. En un principio hubo 3 versiones de
imégenes TIFF, pero fue hasta la 4 en Abril de 1987, cuando se incluyo la version a color bajo la
forma RGB que es una forma de combinacién de colores que puede tomar un pixel. Para Agosto
de 1988 sale TIFF 5.0 el cual ya incluia una paleta de colores y soportaba el formato de compre-
sion LWZ. TIFF 6.0 en Junio de 1992 soportaba la forma CMYK y YCbCr y soportaba el método
de compresion JPEG.

Hoy TIFF es usado por algunas aplicaciones que procesan imagenes y es una forma nativa para
Microsoft Windows GUI, tiene la capacidad de utilizar multiples mapas de bits como imagenes
para cualquier profundidad de pixel, es decir, el nimero de bits necesarios para representar un
pixel, seglin como el usuario necesite para su resolucion, por esta flexibilidad TIFF es un formato
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algo confuso y complicado para usarse en las aplicaciones, ya que no hay un formato estandar de
compresion y descompresion

Por otra parte la organizacion de un archivo TIFF esta formada por tres partes: Image File Heat-
her (IFH) o Cabecera del archivo que esta en los primeros 8 bytes del archivo TIFF, Image File
Directory (IFD) o Directorio del archivo de Imagen y por tltimo los datos de la imagen.

Un archivo TIFF que maneje multiples imagenes, manejara un IFD (llamado también subarchivo
TIFF) y sus datos por cada imagen, donde cada IFD contiene una estructura de datos llamado
tag o etiqueta y es puesta en 12 bytes y contiene informacion sobre su propia imagen.

En la FIG 2.1 podemos observar como un archivo TIFF con multiples imagenes puede ser traba-
jado de 3 formas diferentes, donde cada parte tiene un apuntador u offset para poder ser accesa-
do, he ahi una gran dificultad para crear un algoritmo especifico para poder abrir o guardar una
imagen TIFF.

Header Header Header
W00 T Image 0

IFD 1 Image 0 Image 1
IFD n IFD1 Image 2
Imeage 0 Image 1 IFD O
Image 1 IFD 2 IFD1
Image Image 2 IFD 2

IFD

Image File Directory

FIG 2.1 Las diferentes formas en que trabaja un archivo TIFF con varias imagenes.

2.4 Imagenes en Formato JPG

El formato JPG es uno los formatos mas populares usado en todo el mundo, ya que casi la mayo-
ria de las imagenes que vemos en el Internet son en JPG, es un formato que guarda imagenes
con resolucién relativamente clara y ocupando poco espacio en disco y en memoria. El formato
JPG o JPEG también asi conocido por sus creadores el Joint Photographic Experts Group, puede
soportar hasta 16.7 millones de colores y es muy usado para las fotografias a color. Como desven-
tajas de este formato es que a mayor compresion tiene una gran perdida de informacién, claridad
y nitidez.

2.5 Imagenes en Formato BMP

Otros de los formatos para comprimir y descomprimir las imagenes y que usamos en este pro-
yecto de tesis, es el mas conocido y uno de los mas antiguos, desarrollado e impulsado por Mi-
crosoft Corporation, el formato BMP, que es una abreviatura de BitMap (Mapa de Bits de Win-
dows), y que en realidad efectivamente es eso, una sucesiéon de puntos o bits coloreados, guarda-
dos cada uno independientemente en forma de un mapa. Esto le convierte en el formato grafico
mas simple que existe. Se manejan diferentes cantidades de bits o bytes para representar tan
solo un pixel, dependiendo de la resolucion de la misma imagen, lo que la hace una imagen que
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ocupe mucho espacio en disco y en memoria, y eso tiene una gran desventaja. Entre sus ventajas
el Formato BMP es usado en muchos programas para ser procesado y de ahi convertirlo en otros
formatos.

BMP 24bits JPG 24bits TIF 24bits
91 kb 6 kb 43 kb

Fig. 2.2 Imagenes en formatos BMP, JPG y TIF, todas de dimensiones 160x192 pixeles.

2.6 Imagenes monocromaticas y a color

Otro factor importante en las imagenes y que es muy destacado en el Instituto de Fisiologia y que
por consiguiente aplicaremos en nuestro tema de tesis, es el uso de imagenes monocromaticas y
las imagenes a color.

Una imagen monocromatica se refiere a aquella que tiene solo dos colores: blanco o negro o bien
una escala de valores intermedios entre esos dos colores denominada escala de grises. [1] Para
representar un blanco 0 o negro 1 en un pixel solo necesitamos de 1 bit y para representar la es-
cala de grises se necesitan de hasta 8 bits por pixel lo que permite que haya 256 diferentes tona-
lidades de grises (28), que van desde 0 que es el negro hasta al 255 que es el blanco. En ocasiones
al nivel de grises de la imagen se le llama intensidad o brillo de la imagen.

Las imagenes en gris son las que mas se usaron en nuestro tema de tesis, ya que debido a su bri-
llo o intensidad de las mismas, permiten reconocer ciertas caracteristicas del objeto original, tal
como encontrar un patrén organico celular por medio de una reaccién quimica o radioactiva, por
tan solo decir, ya que por medio del brillo de la imagen y mediante algunas operaciones mate-
maticas permite obtener los resultados que busca el cientifico.

En el laboratorio de Neuropsiquiatria de la BUAP se realizan anilisis de imagenes obtenidas por
diversas técnicas, tanto bioquimicas como de biologia molecular; como son imégenes de experi-
mentos de inmunohistoquimica, que permite estudiar alguna molécula, o bien estudios de auto-
radiografia para estudiar proteinas tipo receptores o transportadores de alguna otra molécula o
neurotransmisor, otro ejemplo son imagenes que se obtienen de tinciones como la técnica de
Golgi-Cox, que al final nos permiten estudiar la morfologia dendritica y que con un programa de
analisis de iméagenes es posible acelerar su estudio. En muchas ocasiones las imagenes se obtie-
nen en blanco y negro y es preferible utilizar falsos colores, para la ensefianza de los estudiantes
o a la inversa.

Otro tipo de imagenes son las de a color, y que son aquellas que para ser representadas utilizan
varios canales o tintes, esto ultimo lo da el elemento electréonico que las representa. Antes las
pantallas solo permitian representar las imagenes a grises por su deficiencia en calidad, pero a
medida que avanzo la tecnologia los dispositivos de despliegue de imagenes se hicieron avanza-
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dos, permitiendo incorporar los canales o tintes. Existe el modelo de 3 canales llamado RGB
(Red, Green, Blue) y que este utiliza esos 3 colores primarios (Rojo, Verde y Azul) para represen-
tar todos los colores en un pixel, cada canal tiene 256 tonalidades, por consiguiente se requieren
24 bits, lo que permite representar hasta 16.7 millones de colores (224) y que muchos de esos
colores al ojo humano no son visibles; es muy usado en pantallas a color y en caAmaras de video.
Otro modelo ocupa 4 canales como el CMYK (Cyan, Magenta, Amarillo y Negro), donde cada
canal tiene 8 bits, por consiguiente se necesitan 32 bits por pixel, se usa mas en impresoras y
fotocopiadoras a color.

Existe también el modelo HSI (Hue, Saturation, Intensity) que se basa en el Tono, Saturacion e
Intensidad de los colores o grises de la imagen. Este modelo es usado para desarrollar algoritmos
de procesamiento de imagenes basados en alguna de las propiedades de la percepcion del color
del sistema visual humano, recordemos que: Brillo es la sensaciéon de que un area estad mas o
menos iluminada. Tono es la sensacién que indica si un area parece similar al Rojo, Amarillo,
Verde o a una proporciéon de dos de ellos. Coloracion es la sensacién de que un area tiene mas o
menor tono. Luminosidad es el brillo de una zona respecto a otra blanca en la imagen. Satura-
cion es la relacion entre la coloracion y el brillo.

>
12.6kb

Fig. 2.3 Imagenes JPG de 124x181 pixeles en diferentes modelos de color. Blanco y Negro, Escala de Gri-
ses, RGBy CMYK

> -

7.63'1éb

Hay otros modelos como el Lab, HSV, HCI, HVC estos tres tiltimos son variaciones del HSI, el
YIQ (Yellow, Fase y Cuadratura) usado para las emisiones comerciales de television y es una re-
combinaciéon de RGB que lo hace compatible con televisiones de blanco y negro y a color.

En esta tesis usamos el modelo RGB porque emplea las tonalidades de grises para hacer opera-
ciones, y las imagenes a color en su mayoria solo para hacer presentaciones.

2.7 Imagenes en falso color

En los programa empleados en esta tesis, también manejamos las imagenes en falso color, que
son aquellas imagenes en escala de grises, que se les asigna un color con base a caracteristicas de
la misma imagen y/o con base a un método de aplicacion de colores falsos. Existen varios méto-
dos, ya que la asignacion de colores nunca llegara a ser real, ya que la imagen a color obtenida de
manera natural es insustituible, ademas de que muchos autores manejan sus propios métodos.
Aqui explicaremos, los métodos que se aplicaron en esta tesis.

2.7.1 Por Division de Intensidad

Este método es uno de los mas sencillos, [1] consiste en dividir la escala de los 256 tipos de grises
a intervalos, y dentro de cada intervalo se asignara a los canales RGB un color que el usuario
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defina. Por decir dividamos la escala de grises en 2 intervalos, esto es, 256/2=128 entonces los
grises con valores entre 0 a 128 se les asigna un color y los de 129 a 255 se les asigna otro color.
Obsérvese que mientras mas intervalos se hagan, mas colorida quedara la imagen con base a su
densidad de grises. En nuestro programa manejaremos 8 niveles, donde en cada nivel el usuario
puede elegir cada color que requiera segin sus necesidades.

2.7.2 Por Transformaciones de color de nivel de gris

Este es otro método relativamente muy sencillo, el cual consiste en tomar por separado cada ca-
nal RGB y aplicar una funcién independientemente, es decir al rojo una funcion, al verde otra y
al azul otra con base al nivel de gris que tiene la imagen. Este método produce una imagen com-
puesta cuyo contenido de color esta modulado por la naturaleza de las funciones de transforma-
cién [1].

Otros métodos trabajan de igual manera de forma independiente en cada canal RGB, tienen la
misma entrada de gris, pero cada canal tiene una diferente salida, segin la funcion, y se aplica la
imagen. Entre otras funciones son aplicar filtros paso-alto o paso-bajo, luego una transformada
de Fourier, para venir el ajuste de rango y asi aplicarla a la imagen. Pero al final, se vuelve a re-
petir que existen varios métodos, dependiendo de la naturaleza de la imagen y agudeza del pro-
gramador. En nuestro proyecto de tesis, aplicamos el de division de intensidad y el de transfor-
macion de grises, y algunas variantes del mismo, que analizaremos més adelante.
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Capitulo 3

ANTECEDENTES DEL SISTEMA SAGEFH

Hasta el momento, hemos visto varios conceptos necesarios para entrar ya de lleno a lo que con-
cierne a este tema de tesis. Vimos algunos conceptos de Fisiologia e Histologia que usaremos en
este programa y otros mas que definiremos mas adelante y que requieren su mencion y explica-
cion conforme vayamos desarrollando este tema de tesis y conforme fuimos programando nues-
tro software. También vimos varios conceptos computacionales como los formatos de imagen a
nivel general para poder visualizarlas y para poder guardarlas, las imagenes en color y color fal-
So.

En las ramas de Fisiologia, Histologia y Computacién aplicada a estas areas vimos algunos ante-
cedentes, lo que las fue uniendo conforme avanz6 la tecnologia en el tiempo para hacer la vida
mas facil a la investigacion celular y que es un area en gran crecimiento en nuestros dias.

Ahora con toda esta informacién que hemos visto previamente, entraremos de lleno en nuestro
programa llamado SAGEFH en su version 1.1, palabra conformada por su nombre completo:
Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisiologicos e Histologicos, llamado asi porque nues-
tro programa en la mayoria de sus operaciones utilizara las imagenes tomadas de los cortes his-
tologicos realizadas a los tejidos animales.

Para el desarrollo de SAGEFH y su correspondiente explicacion, aplicaremos varios conceptos de
la Ingenieria del Software, para cumplir con estandares en la forma de realizar un software y los
cuales veremos en este capitulo.

Ademas de lo anterior veremos los objetivos generales y especificos del sistema, asi como su
Analisis y Planeacion para poder desarrollarlo. La parte explicativa del programa en general lo
veremos en el Capitulo 4.

3.1 Objetivo General

Este fue crear una herramienta de software para el Instituto de Fisiologia, capaz de abrir image-
nes obtenidas por el microscopio o algin tipo de video de alta resolucion, mas el software adi-
cional para el manejo de ciertas caracteristicas, con el fin de obtener resultados estandarizados a
fentomoles por miligramo de tejido; para estudios autoradiograficos, la densidad Optica para
estudios de western bot, hibridizacién in situ, analisis comparativo de imagenes de células, etc.
Lo que reduce con ello los gastos de software comercial y la disminucion del tiempo en la obten-
cion de datos, que el investigador necesita analizar de la imagen.
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3.2 Objetivos Particulares

1.- La creacion de un programa capaz de manipular imagenes de células para agilizar su trata-
miento y estudio en Fisiologia.

2.- Incorporacion de tablas de radioactividad de los is6topos, de donde se obtienen las autora-
diografias en el programa para agilizar el proceso de estudio en Fisiologia.

3.- Incorporacion del Método de Minimos Cuadrados en nuestro programa para ajustar cual-
quier graficacion de datos, bajo un cuadrante x e y.

4.- Insercion de la seleccion cuadrada, circular y libre, para poder delimitar ciertas zonas de la
imagen celular, haciendo mas facil el estudio de las imagenes obtenidas por el microscopio.

5.- Crear un programa libre, sin uso de licencias costosas en idioma espaiiol, para uso exclusivo
del Instituto de Fisiologia de la Universidad Autonoma de Puebla.

6.- Proveer de una herramienta a la sociedad para poder estudiar células o cortes histologicos, a
través de imagenes digitalizadas.

7.- Ofrecer un programa a esta area, donde se puede dar colorido a imagenes en grises o en blan-
CO y negro.

Con todo ello se lograra una herramienta tGnica en el area de Fisiologia que retina todas esas ca-
racteristicas y que beneficiara en mucho a la Universidad, al Instituto de Fisiologia, a los investi-
gadores y a uno mismo como programador y profesionista.

3.3 Metodologia

Como mencionamos en la introduccién de este capitulo para explicar nuestro programa en el
disefio y la programacion, asi como la verificacion de errores, nos basaremos mucho en la meto-
dologia de la Ingeniera del Software, ya que cualquier software que se realice sin esta area, carece
de calidad y de una estructura adecuada para poder cumplir las expectativas del usuario final. En
nuestro caso investigadores y estudiantes que estén en el Instituto de Fisiologia. Ademéas de
cumplir con calidad desde el punto de vista en la estructura del programa, el disefio, posible
mantenimiento y crecimiento del mismo software, para asi obtener los resultados rapidos y efi-
cientes.

Para empezar a explicar el disefio de nuestro software, diremos que el desarrollo de nuestro sis-
tema se baso en la metodologia de L.B.S. Raccoon (RAC95) [3] (Fig. 3.1) el cual utiliza fractales
como base de estudio de la verdadera naturaleza en la realizacion de un software, ademas de que,
conforme progresa el trabajo hacia un sistema completo, las etapas que describen el método se
aplican recursivamente a las necesidades del usuario y a la especificacion técnica del desarrolla-
dor del software. Nosotros manejaremos el Modelo Racgs de forma tnica Fig. 3.1. Izquierda para
cada proceso o parte del programa que se vaya realizando; para que al final se una en un todo, o
en su caso, dada la complejidad usarlo de manera recursiva.
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Definicidn
de Problemas
Decaroll —a
Técmaoo -~

—
Integracidn / { J K?

de solucicnes

R4Cos EACHS recursivo

FIG 3.1-Izquierda: Las partes del modelo de proceso de software RAC95: Definicion de Problemas, Desa-
rrollo Técnico, Integracion de Soluciones y el Status Quo. Derecha: Ahi se muestra el método RAC95 de
manera recursiva. [3]

Definicion de Problemas: Identifica el problema especifico a resolverse.

Desarrollo Técnico: Es la resoluciéon del problema mediante alguna aplicacién o tecnologia.
Integracion de Soluciones: Muestra los resultados, en documentos, programas datos y/o pro-
ducto nuevo.

El Status Quo: Muestra la situacién actual de los sucesos a resolverse, o el estado como se en-
cuentra nuestro problema.

A lo largo de la realizacion de nuestra tesis y de este capitulo como se menciond anteriormente
usaremos este modelo, ya sea en una forma tnica o de forma recursiva, para dar solucién a los
problemas planteados. Al modelo RAC95 también se le agregd el modelo lineal secuencial [3],
también llamado ciclo de la vida clasica o modelo en cascada, ya que nos fue de gran ayuda en
todo el proceso de realizacion de nuestro programa de tesis.

Analisis —=| Disdfio =| Cédigo [—= Prueba

Fig. 3.2 Fases del modelo secuencial o vida basica para hacer software. [3]

Analisis: Esta parte consiste en los requisitos de nuestro programa y de lo que hara y como lo
hara, su comportamiento, rendimiento e interconexién; en donde el cliente o usuario documenta
y repasa los requisitos del sistema y del software, por que el sera quien lo utilice.

Diseno: El diseno del software es un proceso que se centra en 4 puntos fundamentales: estructu-
ra de datos, arquitectura del software, representaciones de interfaz y detalle procedimental (al-
goritmo). El disefo traduce requisitos en una representacion del software antes de empezar su
codificacion.

Codigo: Es la traduccion del disefio a una forma entendible para la computadora, es decir, la
aplicacion de la programacion.

Pruebas: Una vez realizado el codigo empiezan las etapas del programa, donde se comprueban
todas las sentencias y sus correspondientes resultados internos y externos, en otras palabras, se
hace la deteccion de errores, para asi obtener resultados reales y seguros segtin haya requerido el
usuario en sus planteamientos.
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Nuestro programa y cada parte de el, maneja también este método para el completo funciona-
miento del mismo.

Cabe hacer mencion que en algunas ocasiones el método de cascada, a veces tiene inconvenien-
tes, ya que a veces no es posible seguir extintamente dicha manera secuencial, ya que por decir, a
veces el usuario cambia sus requisitos, ya sea que les agregue o quite algo y no los plantee com-
pletamente, o bien a veces hay que codificar para obtener el algoritmo adecuado o sus propios
requisitos, por lo cual nos auxiliamos aqui con el método de RAC95; pero a pesar de ello, el Mé-
todo en Cascada es el mas usado en la Ingenieria de Software, porque retne las partes basicas
para hacer cualquier software.

3.4 Requisitos de Sistema

Para nuestro programa de tesis necesitaremos del siguiente equipo, para que funcione el pro-
grama eficientemente. Aunque se pueda usar con requisitos menores, el software puede trabajar
de manera mas lenta, tomemos en cuenta que se manejan imagenes superiores a los 1500x1500
pixeles:

a).- Computadora Pentium III 1.2 Ghz o superior.

b).- Memoria RAM 128Mb o superior.

¢).- Disco Duro con 6Mb para instalacion y procesado de imagenes.

d).- Sistema Operativo Windows 98, 2000 o XP.

e).- Sistema Operativo con resolucion en pantalla a 800 x 600 pixeles con modo a 24 bits, para
visualizar la interfaz del sistema SAGEFH de forma correcta y visualizar las imagenes en color
real.

3.5 Analisis

De aqui en adelante y continuando en el capitulo 4, seguiremos el método de ciclo basico de vida
del software o método en cascada, ayudandonos con el método RAC 95 en los procedimientos del
programa.

Para empezar definiremos que el solicitante de este software es el profesor el Dr. Gonzalo Flores
Alvarez investigador del Instituto de Fisiologia de la Universidad Auténoma de Puebla, quien
nos solicito una herramienta o aplicaciéon que pudiera abrir imagenes en especial en formato
TIFF, ya que dichas imagenes conservan con mayor calidad su informacion que se visualiza, y
que ademas en su mayoria se obtienen asi en ese formato por el programa que las toma directa-
mente de microscopio. Por otra parte las revistas cientificas solicitan que las imagenes sean en-
viadas en dicho formato por las caracteristicas ya mencionadas. Para ello se utilizara y programa
en lenguaje Delphi, ya que permite manipular las imagenes de una forma mas facil, permitiendo
hacer menos codigo para tal propoésito. En segunda instancia se pide que la aplicaciéon a desarro-
llar permita la seleccion de una parte de la imagen, en varias formas comunes, como circular,
cuadrada, lineal libre y libre. Se pide también que la aplicacion mediante ciertos datos y en base
a una region seleccionada o toda la imagen permita hacer ciertas operaciones matematicas y su
graficacion de los mismos datos, asi como su aproximacién bajo una ecuacion y que esto dltimo
se hace con el Método de los Minimos Cuadrados. En el Método de los Minimos Cuadrados nos
ayudamos de la herramienta de Maple V, para comprobar que efectivamente las operaciones y
sus resultados fueran los deseados. A todo esto se le llamara Calibracion de la Curva.

También se requiri6 que cada vez que se hiciera un efecto en las imagenes, ya sea con alguna
parte seleccionada o con toda la imagen, que el resultado se visualizara en otra ventana, llevando
consigo la seleccion, si es que la hay, para no volver a hacerla. Para ello dentro de Delphi, se ma-
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nejaran lo que se conoce como ventana madre y ventanas hijas y que se explicara mas adelante,
pero anticipando, nuestro programa principal, sera la ventana madre y las aberturas de las ima-
genes seran ventanas hijas heredadas. El resto seran ventanas simples.

Por otro lado también se pide realizar una seccién donde al seleccionar una parte de una imagen,
de su cantidad de grises y de también su valor aproximado en la Calibracién de la Curva en base
a su cantidad de grises; esto se hara por punto y por region.

Otra utilidad maés, seran los Histogramas Absoluto, Relativo y Logaritmico, los cuales se haran
con toda la imagen o solo con una parte seleccionada en la imagen; adicionandoles, la parte de su
cantidad de grises y su error estandar (SEM).

El sistema también cuenta con la opcién de medir la imagen y de poder adicionarle texto al gusto
del usuario, ademas de aplicarle los filtros mas comunes como conversion a gris de una imagen,
dar pseudocolores a imagenes en gris, su negativo, cambiar su brillo u oscuridad, entre otros
mas, hacer imagenes nuevas, guardarlas en formatos BMP, JPG y TIF, hacer operaciones logicas
y de suma, resta, multiplicacion entre imagenes, incluso entre el Clipboard.

3.6 ¢Por qué Delphi?

Ahora explicaremos otros puntos aparte del anterior de el por qué se escogi6 el lenguaje de pro-
gramacion Delphi. Las aplicaciones en Borland Delphi pueden colocarse de forma muy sencilla
en la pantalla segtn el principio de mddulos o partes o formularios completos. Para ello se dis-
pone de una paleta dotada de una gran variedad de componentes, algo asi como los bloques de
construccion de cada programa. Esta paleta es denominada por Borland como VCL (Visual
Component Library), o biblioteca de componentes visuales. Tiene un aspecto similar al lenguaje
Visual Basic, pero aunque el aspecto externo indica la misma facilidad de uso que Visual Basic, el
corazon del sistema Delphi es mucho més potente.

Esta VCL es mucho mas amplia que la de Turbo Pascal para Windows (el antecesor de Delphi) o
la conocida OWL 1.0 (Object Windows Library) de Borland Pascal, y ofrece ademas una abstrac-
cion mucho maés alta del sistema operativo ya que el programador es totalmente independiente
de las particularidades de Windows, tales como manejadores (Handlers), punteros y funciones
del API de Windows (Application Programming Interface). La programacion se realiza con los
comodos componentes de Delphi y no con las complejas llamadas al sistema de Windows. Esto
simplifica enormemente la hasta ahora poco clara programaciéon bajo Windows.

Ademas Delphi entre otras caracteristicas de interés incorpora una amplia variedad de instruc-
ciones para el desarrollo de bases de datos en varias interfaces ya existentes; las aplicaciones
terminadas quedan disponibles como archivos ejecutables ((EXE) que pueden utilizarse solos y
sin bibliotecas adicionales a excepcidon de aquellos que incorporan herramientas o unidades de
codigo externas necesarias para el funcionamiento del programa principal, tal como en un mo-
mento dado ocurrira con el Sistema SAGEFH.
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Fig. 3.3 El entorno de trabajo de Borland Delphi Enterprise 5. El programa Delphi 5, la Form1 donde se
desarrollara con componentes cualquier aplicaciéon, Unit1.pas donde se establecera el codigo de la aplica-
cion y el Object Inspector donde se ven las propiedades de la Form1 o de los componentes que se coloquen
encima de ella.

Delphi por dltimo y no por ello su tltima caracteristica, es una "Two-Way-Tool", es decir, una
herramienta de dos direcciones, porque permite crear el desarrollo de programas de dos formas:
una de forma visual en la pantalla, por medio de las funciones de Drag & Drop (Arrastrar y colo-
car) y la otra a través de la programacion convencional, escribiendo el c6digo. Ambas técnicas
pueden utilizarse de forma alternativa o simultanea.

Nuestro sistema SAGEFH retne las caracteristicas basicas requeridas por un manejador grafico,
mas aparte las necesidades que requiere el investigador en su area de estudio en cuestion; aun-
que puede ser utilizado en otras areas con capacidad de aumentarle opciones y mejorarlo donde
se requiera y necesite.

Estos son nuestros requisitos de sistema, es decir, lo que se requiere que se haga, ahora en nues-
tro capitulo IV empezaremos a disefiarlo y a programarlo, para darle forma a nuestro Sistema
Analizador Grafico para Histologia y Fisiologia.
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Capitulo 4

EL SISTEMA SAGEFH

Se ha llegado a la parte fundamental de esta tesis, y ya contando con los antecedentes mas im-
portantes, fue la parte que requirié de mas tiempo.

Habiendo visto ya varios conceptos relacionados al tema, éstos nos permitiran entender de aqui
en adelante lo que realiza nuestro programa, recalcando que sus funciones principales fueron
definidas por el usuario y expuestas en el capitulo anterior, ahora en éste, definiremos a detalle
tanto la programacion, su respectiva interfaz grafica, asi como los resultados esperados.

También hemos definido nuestra metodologia de trabajo y que sera base y estructura de todo
nuestro programa incluida en este capitulo IV, para que dar cumplimiento con la normatividad
de ética, eficiencia y calidad en nuestro software y asi reunir todas las expectativas del usuario
final. Su estudio, implementacion, programaciéon y pruebas nos permitieron dar cumplimiento a
las demandas solicitadas. Recordemos que usaremos el modelo de ciclo basico de software y del
modelo RAC o5 [3].

Definimos también las necesidades de sistema y hardware que requerira nuestro software para
tener un 6ptimo desempeiio del mismo, para no provocar fallos o resultados inesperados. Mas
adelante en los apéndices, se agrega el manual del usuario para hacer eficiente mas aun el uso
del sistema SAGEFH.

En este capitulo, nos ayudaremos mucho de diagramas de flujo, pseudo cédigo e imagenes grafi-
cas para explicar el desarrollo y funcionamiento de todo nuestro software y en algunos casos pe-
quenos fragmentos de cddigo usado en Delphi.

Pasemos adelante con la creacion y nacimiento ya en forma de nuestro software SAGEFH.

4.1 El Diseno

Para nuestro software SAGEFH se requirié de la continua explicacion del proyecto, para que
pudiera cumplir con las expectativas del investigador y de los objetivos que se perseguian (que es
la Definicion de Problemas), ademas de que la interaccién hombre-maquina fuera de lo mas sen-
cilla y entendible.

Como se menciono en el Capitulo anterior, nuestro proyecto de tesis, fue hecho con el lenguaje
Borland Delphi 5, sucesor del lenguaje Pascal; ya que nos permite manejar las imagenes de algu-
na forma facil, ademés de que su estructura de lenguaje también es sencilla, lo que haria posible
su mejora y mantenimiento en el futuro. Aqui cabe hacer menciéon también que Delphi de mane-
ra interna a nivel programacion solo se manejan imagenes BitMap, adicionandole el hecho de
que estas fueran en 24 bits para permitir la facilidad del uso de colores RGB y para usar el méto-
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do de Scanline. Cuando se abren imagenes JPG o TIF, se convierten a BMP por el programa, se
procesan y después se visualiza el resultado en una ventana contenedora de la imagen, que se le
denomina Form1. El proceso de conversion no la hace el usuario. Por cada imagen que se abra o
se ejerza un proceso se abre una ventana. Basicamente nuestro programa trabaja de acuerdo al
siguiente esquema:

Abrir Conversion Visualizacion
™| Imagen | " [nternaaBMA T Procesado | ==\ "o ertana |

Fig. 4.1 Procesado en General de cualquier imagen.

Dentro del procesado de la Fig. 4.1 podemos encontrar la creacion de un Mapa de Bits que repre-
senta el area donde se pintara la imagen, la aplicacion del Método Scanline y la aplicacion en su
caso de un Filtro para poder modificar la imagen.

4.1.1 El Método Scanline

En el procesado de imagenes existen varias formas para poder trabajar con ellas, y acceder a la
parte minima de la imagen que es el pixel. Para nuestro caso explicaremos con Delphi algunos
formas de realizar esto, aunque en realidad se valida para la mayoria de los lenguajes, solo cam-
bia la sintaxis. Existen dos formas principales para trabajar con las imagenes; accediendo pixel
por pixel o por scanline. El acceso de pixel a pixel directamente de la imagen es algo lento y mas
aun para poder convertirlas a RGB se necesitan operaciones l6gicas que lo hacen mas lento, im-
pidiendo trabajar de manera rapida imagenes de grandes dimensiones. El acceso por Scanline,
toma por medio de un arreglo de bits toda una linea de pixeles de la imagen y se cargan en me-
moria por lo cual se procesa de una forma mas rapida. A continuacién en Delphi vemos como se
tiene acceso a cada forma:

Bitmap.Canvas.Pixels[x,y]; // Acceso por pixel
Bitmap.Scanline[y]; // Acceso por Scanline; por lineas horizontales de pixeles

Existen otras formas mas de trabajo con las imagenes pero son mas avanzadas.

Como mencionamos en el Capitulo 2, nuestro programa usa el sistema de color RGB, por lo tan-
to, se necesitaran de hasta 8 bits para representar un solo color del RGB, por consecuencia para
los tres colores basicos las imagenes se trabajaran con formato de 24 bits y por cual el Scanline
también trabajara a 24 bits. Por lo que antes de emplear el Scanline en una imagen, pondremos
la instrucciéon Bitmap.PixelFormat:=pf24bit; para convertirla a formato de 24 bits.

4.1.2 Estructura del Programa

Ahora bien, entraremos a la parte mas importante del programa, lo que nos muestra la real fun-
cionalidad del mismo y su coexistencia de sus diferentes procedimientos y funciones en un todo.
Mas en cambio aqui explicaremos solo los procedimientos o subestructuras mas importantes del
mismo y que son parte vital del programa SAGEFH.

Como cualquier aplicaciéon de Windows, el sistema SAGEFH maneja una interfaz de ventanas,
habiendo una principal, a la que denominamos ventana madre, y donde se visualizaran las ima-
genes las cuales llamaremos ventanas hijas y que en nuestro programa se denominan Principal y
Form1 respectivamente. Esta forma de trabajo sigue el modelo MDI (Interfaz de Documentos
Muiltiples), donde las ventanas hijas estan confinadas dentro de la principal. [4] En Delphi se
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permiten crear varios tipos de formularios, para lo cual solo basta cambiar la propiedad FormS-
tyle a fsMDIForm para crear una ventana principal y a fsSMDIChild para crear ventanas hijas.
Ahora bien la ventana Form1 que contiene la imagen se le considera una clase, ya que pueden
crearse varias instancias Form1 heredandose los mismos métodos y propiedades que la primera
ventana Form1 hija. Recordemos que una clase es una colecciéon de campos y métodos (funciones
y procedimientos) que trabajan juntos para llevar acabo una tarea especifica [4]. Por lo consi-
guiente todas las ventanas hijas se llaman Form1 y que para poder diferenciarlas una de otra
basta con tomar su ntimero asignado por el programa Delphi segiin se creacion y uso o bien por
el nombre de la imagen que se almacena en una variable local Nombre y que la contienen todas
las demas instancias Form1. Un poco mas adelante explicaremos las principales funciones que
tienen las ventanas hijas en este programa, que permiten interactuar con todos los formularios
que las soliciten incluyendo el principal.

Otra herramienta, de la cual nos ayudamos mucho, fue con los Diagramas de Flujo de Datos o
DFD, los cuales nos ayudan ver el camino secuencial que llevan los datos o como una imagen ha
ser procesada, desde su inicio hasta el final cuando se visualizan los resultados. Los DFD siguen
una notacion en las figuras. Una elipse marca un principio y un final, un rombo una decisi6on, un
rectangulo un proceso y las lineas con flechas para el seguimiento del flujo de los datos.

Por consiguiente, con todo lo anterior y como se vio en la Fig. 4.1 la forma de abrir una imagen
cualquiera que cumpla el formato JPG, BMP y TIFF es muy sencillo. Para poder entender mejor
esto, veamos la Fig. 4.2, en la cual el DFD visualiza los pasos internos que sigue una imagen al
visualizarse por primera vez en el programa.
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Fig. 4.2. Diagrama de Flujo de Datos para poder Abrir una imagen

En Delphi 5, ya se manejan formularios de sistema asi como cuadros de didlogos predefinidos,
tales como al abrir cualquier archivo en cualquier programa, aparece un cuadro de didlogo donde
se puede escoger el archivo mediante Aceptar o Cancelar; también cuando en una aplicacion po-
demos cambiar de color algo, aparece un cuadro de dialogo con colores que podemos cambiar y
mezclar y luego Aceptar o Cancelar, etc.

Por ello en la Fig. 4.2 vemos un proceso Abrir una Imagen, el cual es el cuadro de dialogo que se
muestra al usuario, éste solo escogera una imagen que se podra visualizar y luego con un clic
aceptara la imagen para abrirla o bien solo cerrara el cuadro de dialogo con cancelar. Ademas se
verifica también que la imagen no esté abierta en el programa, esto con el fin de evitar conflictos
de nombres. Después de verificar que no esté abierta en el programa, la imagen pasa a un proce-
so de validacion, de que sea un formato valido, es decir, sea una imagen BMP, TIF y JPG. Si des-
pués de lo anterior se cumple de manera correcta, la imagen se pasa a un mapa de bits para po-
der manejarlo de manera interna en el programa SAGEFH y se facilite su proceso, ya que Delphi
permite manejar de forma facil los Mapas de Bits o BitMap, ademas que el Scanline maneja ma-
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pas de bits y por ello también se convierte a un formato de 24 bits. Acto seguido se prepara la
forma donde se visualizara la imagen y después de visualizada en el programa.

Ahora bien otro parte del programa es cuando se guarda una imagen, también en formato JPG,
TIF o BMP. Para solo guardar una imagen que se abri6, basta con solo revisar la extension del
nombre de la imagen y escoger el proceso de formato adecuado para esa extension y listo. Para
guardar una imagen con otro nombre o una creada dentro del programa SAGEFH se utilizara la
opcion Guardar como; su DFD se presenta en la Fig. 4.3

( Inicio

Guardar como
Se da Lh nombre y extension

Mo, Se cancela
; Se guarda?
Se toma nombre Homibre duplicaco
e |3 imagen Dar ofro nomtre

L

iU

En base a su extension
52 guarca en el formata respectvo

]

Se actializa el nuewo nombre
e la Formt i el Programa

iy

Fig. 4.3. Diagrama de Flujo de Datos para Guardar una imagen dando un nombre.

Notese que en el proceso Guardar como, se utiliza nuevamente un cuadro de didlogo de Delphi,
en el cual, el usuario escribird un nombre para la imagen y opcionalmente escribira una exten-
sidn o bien la seleccionara de una opcién, pudiendo escoger entre JPG, BMP o TIF. Se verifica
ademas que no exista un nombre duplicado en el directorio de trabajo actual para evitar pérdidas
de datos de otros archivos.

4.1.2.1 La clase TForm1
Ahora hablaremos de una de las partes principales del programa y que por asi decirlo, engloba a

las funciones principales para poder procesar una imagen, ademas de que se comunica con casi
todas las formas y cuadros de didlogo de nuestro programa de tesis.
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La clase TForm1 deriva de la clase TForm, ya que este es un formulario comtn de Delphi, mas
sin embargo TForm1 ya no es un formulario simple, consta de varias funciones, procedimientos
asi como de objetos para poder visualizar, seleccionar, procesar y mostrar resultados de las ima-
genes. Aqui solo explicaremos las funciones y procedimientos mas importantes.

Para empezar hablaremos de la visualizacion de imagenes que ya se manifest6 en la Fig. 4.2. En
TForm1 podemos encontrar tres objetos contenedores de mapas de bits derivadas de la clase
TImage llamadas, primero ImageFormzi la cual contiene el mapa de bits de la imagen en la que
se esta trabajando, segundo ImageEspejo el cual contiene un mapa de bits transparente donde se
puede dibujar un cuadrado o un circulo o una figura libre para poder seleccionar una porcion de
la imagen de trabajo, esto se hace para no pintar directamente sobre la propia imagen y perder
informacién de la misma y por tltimo se tiene el ImagePaste la cual contendra imagenes que se
pegan o adicionan a la imagen actual de trabajo.

: Mombre de Inagen

ImageFarm | it
ImareEspejo |

Image Pasta

Fig. 4.4 Visualizacién de la imagen en Form1.

Aqui mencionamos que al cargar una imagen, esta se coloca en forma de mapa de bits en Image-
Form1 y automaticamente esta se redimensiona al tamafio real de la imagen, lo mismo ocurre
con Form1 e ImageEspejo, se redimensionan al tamafio de la imagen cargada. En ImagePaste
esta solo sera visible cuando se cargue una imagen en ella y esto solo ocurrira cuando se pegue
una imagen o pedazo de una imagen y se ocultara cuando se acepte o cancele el pegado de la
imagen. Si se llega a aceptar la imagen, esta por medio de varios pasos se fundira con la imagen
cargada en ImageForm1 y se visualizara automéaticamente el resultado. La ImageEspejo tiene un
mapa de bits transparente lo que permite ver la ImageForm1, que como se dijo permitira selec-
cionar cualquier parte de la imagen.

La mayoria de los procesos que se le hacen a la imagen para poder analizar sus caracteristicas
requieren de una seleccion parcial o total de la misma y todas ellas se realizaran sobre ImageEs-
pejo. Es por ello que los métodos de seleccion Cuadrada, Circular, Libre con lineas y Libre Total
requirieron planearse bien y mas aun dada la exactitud que el investigador requiere en los resul-
tados, y que la mayoria de los procesos de nuestro programa requeririn de estos métodos, se
explicara a continuacién la metodologia implantada en SAGEFH para poder cumplir este requi-
sito.

Cabe hacer aqui menciéon que internamente en nuestro programa manejaremos otro mapa de
bits del mismo tamafio que la imagen actual o que se esta viendo en nuestro programa, este ma-
pa nos permitira decidir que parte de la imagen esta seleccionada y cual no, y qué parte sera pro-
cesada y cual no; ya sea que haya alguna seleccion o no. Este mapa de bits sera sencillo y tan solo
con un valor definido dird que pixel sera procesado en la imagen y con otro valor definido nos
dir4 que pixel no sera procesado. Este mapa de bits sera colocado en una matriz para poder pro-
cesarla rapidamente, que llamamos MatSel., donde el valor 1 o color blanco seran pixeles a ser
procesados y el valor 0 o color azul seran pixeles no procesados, segiin donde se requieran.
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MatSel sera usada en todo el programa y procesos que requieran hacer uso de la imagen y se
auxiliara de ciertos valores como coordenada x e y de inicio de seleccion y coordenada x e y final
de la seleccidn, es decir, la esquina superior izquierda y la esquina inferior derecha. Esto para no
recorrer toda la imagen y hacer lento y tardado el proceso en curso. MatSel siempre por default,
con excepcion en selecciones, seran todos sus puntos igual a 1, es decir, toda es valida para ser
procesada.

4.1.2.2. Metodologia de la Seleccion

El método para poder seleccionar una parte de la imagen es relativamente sencillo y que segtn la
seleccidn cuadrada, circular, libre con lineas o libre total, se vera reflejado en la matriz MatSel la
cual tendra los pixeles a procesar; pero para ello se tendra que designar los valores de esos pixe-
les que si se procesaran; y que para ello se seguira el método que a continuacion se describe:

Para las selecciones Cuadrada y Circular se sigue asi:

1.- Se da clic en Seleccion Cuadrada o Circular

2.- El usuario empieza a seleccionar y define el tamafio de la seleccion sobre la imagen, mante-
niendo presionado el bot6n izquierdo del mouse. Se toma nota de la coordenada de inicio de se-
leccion.

3.- Al final de seleccionar, el usuario suelta el bot6n de mouse.

4.- Automaticamente se toma nota de la coordenada donde se solto6 el botén del mouse. Con ello
se obtiene un cuadrado de trabajo definido con una coordenada inicial superior izquierda y una
coordenada final inferior derecha.

5.- Se pinta la seleccion final en la imagen, un cuadrado o un circulo o elipse, segin la seleccion;
tomando en cuenta si hay zoom en la imagen, si hay un desplazamiento vertical u horizontal en
la imagen.

6.- Se respaldan valores del cuadrado quitandole el zoom respectivo si es que lo hay, es decir se
guardan coordenadas reales sobre la imagen.

7.- Se obtiene el tamafno de MatSel con base a la seleccion y el tamafio real de la imagen. MatSel
sera de la misma medida que el Cuadrado de trabajo.

8.- Se aplica el método Matriz-Seleccion la cual pintara en MatSel cuales pixeles si se tomaran en
cuenta y cuales no, en cualquier proceso que tome la seleccion.

El Método Matriz-Seleccion lo explicaremos mas adelante.

Para una seleccion Libre con lineas y Libre total la forma se sigue asi:

1.- Se da clic en Seleccion Libre con Lineas o Libre Total.

2.- El usuario con un clic va seleccionando con lineas lo que desea, mientras en libre total, con un
solo clic inicial se empieza la seleccion y moviendo el puntero del mouse se esta seleccionando y
con otro clic se finaliza esa selecciéon. Con Libre con Lineas el proceso final de selecciéon termina
uniendo la linea final con la linea inicial que delimita un poligono o contorno.

3.- A medida que se estuvo seleccionando y moviendo el cursor se van obteniendo y actualizan-
do las coordenadas inicial superior izquierda y final inferior derecho de un cuadrado de trabajo
que nos auxiliara en procesos mas adelante. También se van guardando cuantos puntos o lineas
se estan dando en la seleccion.

4.- Para el caso de la Seleccion con lineas se define que para que haya una seleccion debe haber
por lo menos con 3 lineas y para la seleccion libre total se definen 4 pixeles para poder tomar ya
una seleccion. Aqui vemos que 4 pixeles da una seleccion muy pequenia, aunque el nimero de
pixeles podra variar un poco, segun se requiera.

5.- El usuario cierra la selecciéon uniendo el punto final con el punto inicial.
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6.- Se pinta ya sobre ImageEspejo la forma de la seleccion con base a los puntos o lineas obteni-
dos en el paso 4.

7.- Se guardan los puntos del poligono obtenido con la seleccién con lineas o libre total quitando-
le el zoom respectivo si es que lo hay, es decir, se guardan coordenadas reales sobre la imagen.
8.- Se obtiene el tamafio de MatSel con base a la seleccién y el tamafio real de 1la imagen. MatSel
sera de la misma medida que el Cuadrado de trabajo.

9.- Se aplica el método Matriz-Seleccion la cual pintara en MatSel cuales pixeles si se tomaran en
cuenta y cuales no, en cualquier proceso que tome la seleccion.

Ahora bien el método que sigue Matriz-Seleccion es de vital importancia para el programa y ne-
cesario, para que en verdad se tomen los pixeles internos de la seleccion realizada. Para poder
explicarlo e ir entendiéndolo veamos la imagen 4.5.

En dicha imagen vemos del lado izquierdo una seleccién realizada a una célula cerebral, dicha
seleccion es sacada del resto de la imagen y la cual podemos ver en la parte media.

De lado derecho y de donde partiremos para explicar la accion que realiza Matriz-Seleccion para
definir que pixeles seran realmente procesados en la imagen, es decir, todos aquellos que se en-
cuentren dentro de la seleccion, es decir, dentro de limite de color azul mostrado en la imagen.
Basicamente Matriz-Seleccion empieza un recorrido de izquierda a derecha, primero de arriba
hacia abajo y luego de abajo hacia arriba sobre la parte seleccionada y que se encuentra confina-
da en un cuadrado de trabajo que se obtuvo mientras se seleccionaba. En otras palabras el reco-
rrido de arriba hacia abajo, mostrado con la letra A de la Fig. 4.5, empezara desde la esquina
superior izquierda del cuadrado de trabajo y el recorrido de abajo hacia arriba, mostrado con B
en la Fig. 4.5, terminara en la esquina inferior derecha de dicho cuadrado.

Recordemos que todos estos recorridos y lo que se explique para Matriz-Seleccion se hace sobre
la ImageEspejo, porque es en ella donde se pinta la seleccion; de hecho en la parte derecha de la
imagen, donde se ven los recorridos, solo tomaremos en cuenta el contorno azul que es la selec-
cion que realiza el usuario, y que sera nuestros topes en cada recorrido que se hace en la imagen
seccionada. Como nota si se pintara sobre la imagen original, podria haber errores ya que el co-
lor del contorno azul se podria confundir con alguna caracteristica propia de la imagen.
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B -

Fig. 4.5 Imagen donde se ven los principales pasos para poder tener una Matriz de seleccion.

Ahora bien ¢como funcionan estos recorridos? Empezaremos explicando el recorrido de A, don-
de se ven 5 flechas aunque claro serian mas, ya que el recorrido se hace en todos los pixeles. Por
tan solo decir, si el cuadrado de trabajo, denotado con color gris en la imagen de la derecha, tiene
400 pixeles de ancho, entonces se hacen 400 recorridos de arriba hacia abajo, pixel por pixel, en
la imagen, teniendo como tope de recorrido el largo total de cuadrado o el azul del limite de se-
leccion, por ejemplo en la linea 1 el recorrido finaliza en el largo total del cuadrado y las lineas 2,
3, 4y 5 terminan en el contorno azul de la seleccion.

En la Fig. 4.6 vemos un poco mas ampliada la parte superior de la imagen de la derecha de la
Fig. 4.5., ahi veremos a detalle los recorridos. Ahi vemos 11 lineas y entre ellas hay aun mas li-
neas pero destacamos esas de los demas pixeles. Los pixeles entre las lineas 1y 3 se validan para
no ser procesadas, es decir, se ponen a 0 en MatSel; y el fin de su recorrido es hasta la seleccion.
Al final de cada recorrido, en este caso, al final de cada linea, en una coordenada (x,y) se toman
las coordenadas (x-1,y-2) y (x+1,y-2) y se verifican si son pixeles que se procesan o que ya fueron
procesados en un recorrido previo.

Si son pixeles que se procesan se guardan las coordenadas en un arreglo, el punto de la izquierda
en un arreglo y el de la derecha en otro, esto, porque no puede haber pixeles que se procesen
arriba de un tope de seleccion porque estarian fuera de la seleccion. En la linea 3 se denota con
rojo de lado derecho un punto que es un punto que es marcado como que si se procesara, pero
esta fuera de la seleccion. La linea 4 ya no alcanza a marcar ese punto rojo porque se encuentra
antes el limite de la seleccidon. Del lado inferior izquierdo no se marca en rojo ya que fue proce-
sada con la linea anterior.
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A 1 2 34 5 678 g 1011

Fig. 4.6 Recorrido A para poder obtener la Matriz de Seleccién.

Lo mismo ocurrira en la linea 7, ahi se marcan los puntos (x-1, y-2) y (x + 1, y-2). La linea 6 no
procesa (x-1, y-2) y por tanto hay un hueco, es decir pixeles que estan marcados que si se proce-
saran, pero estan fuera de la seleccion, por ello ese punto se guarda en un arreglo. El punto (x +
1, y-2) también marcado con rojo, se guarda en un arreglo para los puntos derechos encontrados.
Mas sin embargo la linea 8 pasa por el punto (x + 1, y-2) y ya lo marca como 0, que no se proce-
sara, entonces ese punto se quita del arreglo.

Asi sucesivamente se van probando pixel por pixel o linea por linea de cada recorrido que se hace
a lo ancho de la seleccidn, de arriba hacia abajo.

El recorrido B de la Fig. 4.5 trabaja de forma similar, pero en lugar de tomar coordenadas (x-1, y-
2) y (x + 1, y-2), se tomaran ahora las coordenadas (x-1,y+2) y (x + 1, y + 2) las cuales seguiran
los mismos procesos antes descritos; con el recorrido de abajo hacia arriba en todo el ancho de la
seleccion.

También se hacen recorridos a lo largo de la seleccion, de derecha a izquierda y de izquierda a
derecha, es decir, C y D respectivamente para cubrir los tltimos huecos. La coordenada que se
busca donde quedan huecos para C, son (x-2, y-1) y (x-2, y+1) y para D son (x+2, y-1) y (x+2,

y+1).

Con todo esto se tiene una lista de huecos o pixeles marcados como que si se procesaran pero
que estan fuera de la seleccion, puntos que fueron obtenidos en cada recorrido A, B, Cy D, estos
huecos ya son pequeiios gracias a los 4 recorridos y que seran eliminados bajo un procedimiento
sencillo que utiliza recursividad. [5]

Dicho procedimiento lo que hace es tomar un punto dentro de un hueco y que ya estan dados por
la lista de pixeles guardados en los arreglos anteriormente descritos y empieza marcarlos con o
para no ser procesados; tiene como entrada el punto o pixel (x,y) dado por los arreglos y un color
de relleno o patrén de marcado para no ser procesado en este caso 0, con ello se entra al proce-
dimiento y se verifica que el punto a analizar sea diferente del limite de la seleccion y sea diferen-
te a la marca de pixel que no se procesa y si cumple se marca precisamente como pixel que no se
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procesara, acto seguido se vuelve a llamar al mismo procedimiento teniendo como entrada ahora
el pixel (x+1,y) y el mismo color de relleno. Con ello hara recursivamente y verificara todos los
pixeles a la derecha. Después se vuelve a llamar asi mismo el procedimiento, pero de entrada el
pixel (x-1, y) con ello se verifican ahora los pixeles a la izquierda; después se llaman nuevamente
el mismo procedimiento con el pixel de entrada (x, y+1) en otras palabras se verifican los pixeles
de arriba y por el ultimo se vuelve a llamar con el pixel (x, y-1) que verifica los pixeles hacia aba-
jo. Con todo esto vemos que se esta haciendo el relleno de huecos de manera recursiva.

Cabe aqui aclarar que este procedimiento es sencillo y rellena cualquier area dentro de un con-
torno definido y que eso serian precisamente los huecos que faltarian por indicar que no se pro-
cesaran. Pero el lector se puede preguntar porque no usar este sencillo algoritmo para realizar
una seleccién al fin y al cabo, el limite de seleccion es un area encerrada. Pues bien no se hace,
porque el sistema Sageth usa imagenes demasiado grandes; y hacer un procedimiento recursivo
agotaria rapidamente la memoria del equipo, dando resultados erréneos. Por ello este procedi-
miento es un auxiliar del procedimiento general de seleccion, el cual ya nos ha dejado pequenos
huecos que son rellenados facilmente con el procedimiento recursivo.

La recursividad es una herramienta poderosa y rapida en la programacién, por que todas las
operaciones se realizan en memoria; sin embargo, tiene precisamente esa desventaja que cuando
se acumulan muchos procesos se terminan los recursos de memoria del sistema haciendo inesta-
ble el equipo o incluso bloquearlo. En nuestro sistema se han hecho diversas pruebas valorando
la calidad de resultados de la recursividad del procedimiento antes explicado, logrando siempre
tener respuestas satisfactorias.

Al final con todos estos procedimientos quedara una matriz de puntos determinando que pixeles
si se procesaran y cuales no, esta matriz es la misma MatSel y que sera usada a lo largo de nues-
tro programa, ya que como se menciono, la mayoria de las operaciones se basa en selecciones
realizadas por el usuario.

MatSel es una sola matriz general y que se usara en el programa principal para todas las venta-
nas Form1i, y que se actualizara automaticamente en cada seleccion o deseleccidon que realice el
usuario sobre una imagen. De hecho la primera vez que se abre, crea una imagen o se deselec-
ciona algo, MatSel se adapta a esa Form1 y toma todo el ancho y alto de la misma imagen y mar-
cando todos los puntos como que si se procesaran, lo que llamariamos MatSel por default.

En la Fig. 4.7-A podemos ver el Diagrama de Flujo Principal de como funciona el método de se-
leccion antes explicado. Obsérvese que en el diagrama existen 4 procesos y que corresponden a
los 4 recorridos, A, B, C y D que determinan los huecos que faltan por rellenar para que no se
toquen durante un proceso en la imagen. El resto del diagrama representa el momento cuando
son rellenados dichos huecos, tomando los puntos almacenados en los dos arreglos y que se ob-
tuvieron durante los 4 procesos.

Ademas en la Fig. 4.7-B observamos el diagrama de flujo de alguno de los 4 procesos que van
conformando MatSel, en este caso el desarrollo del Proceso 1 el cual hace el recorrido A de la Fig.
4.5, es decir, se recorre la imagen de arriba hacia abajo empezando de la izquierda hacia la dere-
cha, marcando los pixeles que no se procesaran durante una seleccion que realice el usuario,
para ello con base a la imagen original se marca en MatSel con un valor practico de 128 o como
se viene manejando 0 y los que si se procesaran son marcados con un valor practico de 255 que
es un valor default que tiene la matriz o como se viene manejando 1. Aun que esto ultimo no es
necesario porque la matriz siempre tiene valores de 255 cuando se abre la imagen o se deselec-
ciona algo en ella.
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En la parte final de 4.7-B donde termina el ciclo Mientras viene una condiciéon MatSel [x1+1, po-
si-2]=255 el cual busca un hueco en la parte derecha del pixel que se esta procesando y para ello
determina si esta marcado o no; si no esta marcado es decir tiene un valor 1 6 255 este hueco se
almacena en el arreglo de los huecos a la derecha y que se verificara en el siguiente recorrido de
arriba hacia abajo. Después viene otra condicion MatSel [x1-1, posi-2]=255 que verifica si hay un
hueco a la izquierda del pixel que se esta trabajando, si lo hay se guarda en un arreglo, y es un
hueco seguro ya que el recorrido anterior no lo detecto. Este hueco al final sera procesado por el

proceso Rellena tal como lo podemos observar en la parte final de la Fig. 4.7-A.
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Fig. 4.7-A Diagrama de Flujo general del proceso que hace cualquier seleccion que realice el usuario sobre
una imagen.
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4.7-B Diagrama de Flujo del Proceso 1 que ocupa en la figura A y que a su vez seria el recorrido A de la Fig.
4.5
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Ahora bien el método de Rellena lo explicaremos con pseudocddigo que es una explicaciéon en
palabras de un DFD; donde Rellena utiliza la recursividad.
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Proceso Rellena [5].

1.- Inicio

2.- Se dan como valores de entrada la coordenada (x,y) y valor de relleno que aqui es el 128

3.- Se verifica en MatSel si el punto dado no ha sido marcado ya. Si no esta marcado ir al inciso
4, si ya esta marcado ir al inciso 9.

4.- Se marcara ese punto en MatSel

5.- Se vuelve a llamar a Rellena pero con el punto (x+1,y) y 128 de relleno como valores de en-
trada.

6.- Se llama a Rellena con el punto (x-1, y) y 128 como valores de entrada.

7.- Se llama a Rellena con el punto (X, y+1) y 128 como valores de entrada.

8.- Se llama a Rellena con el punto (x, y-1) y 128 como valores de entrada.

9.- Marcados o no marcados los puntos segin corresponda, se finaliza proceso Rellena.

Con este proceso se completan los pasos para realizar una seleccion exitosa y todo este codigo se
encuentra de forma esencial en cada Form1 que sera necesario para mostrar cada imagen que se
utilice.

4.1.2.3. Herencia de la seleccion
Una de las caracteristicas tinicas que tiene este programa es la herencia de la seleccion entre las

imagenes después de aplicar un proceso a dicha seleccion, tal y como se explicod en el capitulo
anterior. Veamos la siguiente figura.

Imagent: Selecc.jpy

- + Formi

\ / \
B /

Imagenz: Sin Titulo

| N

Se aplica cualguier procesg——» l'L
ala seleccion de la imagen _—

Fig. 4.8 La Herencia de la seleccién entre imagenes.

En la Fig. 4.8 vemos una imagen origen que se llama selecc.jpg y a la cual el usuario hizo una
seleccion y que se ve en la figura punteada. Ahora bien el usuario aplica un proceso que cambia
la forma de la imagen, es decir, le aplica un filtro grafico para poder ver algo, el resultado se vera
en otra Imagen o TForm1 (una caracteristica mas de este programa), pero la imagen resultante
también mostrara la seleccion que tenia la imagen origen, y que vemos en la imagen Sin Titulo.
Esto se hace con el fin de que el investigador pueda comparar sus datos o efectos del filtro apli-
cado en la imagen para poder realizar sus estudios con mayor facilidad, sin necesidad de perder
la imagen origen. O también se hace con el fin de que el investigador realice una seleccién y apli-
que varios filtros, pudiendo comparar el avance de esos filtros en una imagen diferente, sin ir
perdiendo la secuencia que lleva y sobre todo sin perder la seleccion hecha en la imagen origen,
la cual se mantendra hasta la Gltima imagen resultante siempre y cuando el usuario no deselec-
cione en alguna de las imagenes de la secuencia.
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Cabe hacer menciéon que hay procesos donde no se crea una TForm1 diferente para visualizar el
resultado, ya que hay Formas definidas explicitamente para mostrar esos resultados tal como
ocurre en la Calibracion de la Curva, el Histograma o la Edicion de Valores por Punto o por Re-
gion que toman valores directamente de la imagen, pero sus resultados se muestran en otros
formularios.

En fin las TForm1, contenedoras de las imagenes de nuestro programa, tienen una gran impor-
tancia, aparte de lo anterior, son un medio para obtener diferentes datos de la imagen y que son
pasados a otros procesos por medio de procedimientos y funciones que estan dentro de la
TFormzi, por tan solo decir otros datos que dan, son los que se visualizaran en el programa prin-
cipal en la parte inferior, donde nos mostrara la ubicacion del pixel actual donde se encuentre el
cursor y sus colores descompuestos, los valores RGB (Red, Green y Blue), asi como su nombre.

4.1.2.4. La Calibracion de la Curva

Ahora pasaremos a otra parte importante de nuestro trabajo de tesis, que es la Forma denomi-
nada Calibracién de la Curva.

Como se menciond desde el principio, este tema de tesis fue desarrollado para simplificar el pro-
ceso de investigacion en el area de Histologia y Fisiologia, donde muchos de los célculos se tie-
nen que realizar paso a paso y manualmente y no de manera automatica como deberia aprove-
charse para tener datos mucho mas exactos. También se mencion6 que se manejaran fotografias
tomadas a cortes de tejido cerebral a una amplificacion utilizando un microscopio, que muchos
de esos tejidos fueron diluidos con elementos quimicos o bien les fueron aplicados is6topos ra-
dioactivos para poder ver ciertas células y sus procesos biologicos para lograr con ello ciertos
resultados que al investigador le interesan. Como por decir, el avance en el conocimiento de fac-
tores relacionados con enfermedades como la esquizofrenia en los humanos. Es en esta parte de
la Calibracién de la Curva, donde se crea una automatizacion en la obtencién de los datos con
base a la autoradiografia tomada al tejido en estudio y que por primera vez se realiza ya que no
existe ningiin programa que lo haga, mas ain que tenga una flexibilidad de insertar otros datos
que puedan surgir mas adelante en la aplicacién de otros elementos radioactivos. Como se men-
ciono en el capitulo 1, en el Instituto de Fisiologia de la BUAP se manejan los is6topos radioacti-
vos Tritium, Fosforo 32, Fésforo 33 vy Yodo 125. Estos isétopos tienen diferentes resultados en
los tejidos a partir de su tiempo de aplicaciéon y que seglin variara como se vaya descomponiendo
el tejido, e incluso el mismo is6topo puede ocasionar una propia descomposiciéon en el tejido,
esto se podra reducir en una buena parte disolviendo elementos quimicos como etanol, metanol,
tolueno, pentano, acetato etilico o agua con el is6topo y el tejido organico o bien ponerlos en con-
gelacion.

Aqui se analizaron varios detalles fotograficos, que se nos pidi6 incluir en el tema de tesis a tra-
vés de una forma para incluir esos datos en el analisis de la imagen o pelicula autoradiografica.
Dichos datos son los siguientes:

a).- Is6topo radioactivo usado en los procesos experimentales, que pueden ser los que ya se espe-
cificaron o bien otros elementos ya que el programa se dejara abierto para insertar otros datos
no contemplados como el is6topo Carbono 14. El is6topo aplicado en los tejidos debera estar
libre de impurezas del 90 al 98%.

b).- Tiempo de decaimiento a la exposicidon, datos que pueden ser meses, dias y horas segtin co-
rresponda al is6topo aplicado. Dicho tiempo es la pérdida de masa atomica del elemento ra-
dioactivo y que varia segun si el is6topo emite particulas radioactivas alfa, beta o gamma, el co-
mo fue almacenado, de su sensibilidad radioactiva con otros elementos y la temperatura. Se de-
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bera tener cuidado con el tiempo especificado ya que este menciona como se encuentra el iso6to-
po v que tan eficiente puede ser usado en los tejidos.

¢).- Factor de decaimiento de la radioactividad en su estandar. Es la constante de perdida de ma-
sa o desintegracion del isétopo y es calculado en proporcion al tiempo de decaimiento. Estos
valores son dados por Amersham. [11 y Anexo C]

d).- Escala de actividad. Esta puede ser alta o baja y segtin ello tomara solo 9 valores estandares.

Actividad Especifica Alta Actividad Especifica Baja

o} 0

1.3 0.11

2.1 0.26

3.3 0.53

5.3 0.98

8.3 1.88

131 4.75

21.2 7.80

32.4 15.86

e).- Actividad especifica de su ligando radioactivo. El cual es el nimero de desintegraciones o
pérdida de masa del is6topo en una unidad de tiempo.

f).- Datos a graficar, serie X que sera dado por tonos de grises que se obtendran por puntos
(pixeles) o regiones de la imagen que el usuario especifique y una serie Y que sera la contraparte
a graficar y que es obtenido por medio de una serie de operaciones con los datos dados en los
incisos del a) al e) o bien el usuario los puede dar de forma directa. Cuando es por operaciones
los datos Y se obtienen de la siguiente forma:

: . . 1000
‘r'i :=(Esec. Act V. Y (Fact. Decaimientny) —
Activ.Espec.

donde i:=1..9 porque solo hay nueve g valores en la escala de actividad alta o baja.

Los datos de X también pueden ser obtenidos a través de una placa donde se muestran los 9 gri-
ses estandares del elemento en su escala de actividad ya sea alta o baja, segin el tiempo de vida
del is6topo; la placa tiene un gran costo en el mercado. Fig. 4.9. Cuando se buscan los datos X
por region también se iran obteniendo a su vez el Error Estandar del Promedio o SEM por sus
siglas en inglés que es Standard Error of the Mean, por cada dato X.

sD

SEM:=—22
Sqri(N)

A
l %
B

Fig. 4.9 Imagen que muestra los niveles de grises estindares y usada para graficar los valores que muestra
el is6topo en la auto radiografia segtn la escala de actividad del mismo. Se muestran 9 niveles de grises en
la escala de actividad alta (A) y 9 en la baja (B).
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g).- Ahora bien los datos X y Y se graficaran para ver que tipo de curva experimental muestran. Y
se graficara a su vez una curva lo mas aproximada a ella que es la real y para ello se disponen de
las siguientes funciones: Funcion lineal, exponencial, logaritmica, funciéon de 2ndo, 3er y 4to
grado, con ello para descubrir una funcion ideal la mejor aproximada a los datos X y Y, y para
corroborarlo se establece un area para descubrir el error estandar de cada punto real graficado
en contraparte de la funcion aproximada real propuesta, es decir su exactitud real con la experi-
mental.

Todos estos datos son de vital importancia para el investigador y que involucran mucho el estado
de los tejidos y de la imagen tomada a la misma.

Cabe hacer mencion que segin dado los incisos a) y b) se obtendra un factor de decaimiento c) y
que este valor sera obtenido de forma automatica ya que existen tablas dadas por Amersham y
dichos resultados fueron obtenidos en laboratorio al analizar la actividad de los isétopos radioac-
tivos en los elementos biolégicos. [ANEXO C].

Con todo lo anterior se busca determinar la cantidad de alguna proteina estructural o funcional
de las células o tejido a través de la emulsion radioactiva proyectada en la autoradiografia.
Adicionalmente, podemos utilizar el programa para el estudio de proteinas estructurales y fun-
cionales como podrian ser receptores de membrana, por medio de otras técnicas como podria ser
western blot o bien para el estudio del DNA o RNA que se realiza por medio de la hibridizacion
insitu.

4.1.2.5 Los Histogramas

Ahora hablaremos de otra parte esencial en el disefio del Sistema Sagefh que son los Histogra-
mas. Un histograma es un grafico donde se nos representa las cantidades de color que hay en
una imagen, es decir, es la frecuencia con la que se presenta un nivel de color o gris de un pixel
en una imagen. En nuestro proyecto utilizaremos 3 tipos de histogramas: El Absoluto, Real o
Normal y el Logaritmico. Los 3 histogramas representan lo mismo simplemente cambia el factor
de normalizacion para que los datos a graficar se ajusten a la imagen donde se visualizan.

Para comprender esto veamos el algoritmo necesario para desarrollar un histograma. Se grafica-
ran los valores de color R, G, B y de gris (o intensidad de grises que es (R+G+B)/3) de una ima-
gen cual sea en sus 255 niveles posibles en el histograma. Recordemos que en los grises por de-
cir, se pueden representar 255 niveles o grises diferentes ya que se estain manejando imagenes de
24 bits, es decir, para representan un solo pixel se utilizan 8 bits en cada canal de color.

Pasos para la obtencion de un Histograma.

1.- Se prepara la imagen donde se realizara el histograma (imagen-histo) de la cual se obtiene su
Alto y su Ancho. Se abre ademas la imagen origen.

2.- Se obtiene la poblacion de cada color R, G, B y grises, es decir, se recorrera toda la imagen
origen sumando por separado cada color, teniendo al final 1a suma total de rojos, verdes, azules y
grises en sus diferentes niveles.

3.- Se cuentan cuantos pixeles hay en cada nivel de cada color y se almacenan en un arreglo.

4.- Del arreglo obtenido se recorren los 255 niveles y se obtiene el valor maximo alcanzado. Asi
se hace en cada color y después se obtiene el maximo de los 4 valores obtenidos.

5.- Se obtiene el factor de normalizacion de la graficacion de los diferentes niveles de los colores.
Este se obtiene dividiendo la altitud de la imagen donde se colocara el histograma sobre el
maximo de los valores obtenidos en el punto anterior. Esto se hace ya que se graficaran los valo-
res de cada nivel de cada color. Ahora bien si por ejemplo existe en el nivel 45 de rojo un valor de
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45000 pixeles con ese valor y si tenemos una imagen donde realizaremos el histograma una alti-
tud de 30000, al graficarlo este se saldra del area de la imagen, es por ello que se busca un factor
de normalizacién para que todos los datos graficados queden dentro del area de graficacion.

6.- Ahora por cada color, se crea un ciclo y dentro de el se normaliza cada valor del arreglo del
punto 3y se grafica por lo cual se graficaran 255 valores por cada color. Se graficaran los rojos,
los verdes, los azules y los grises de forma respectiva.

Es asi como se obtiene un histograma para una imagen cual sea. Pero ¢cudl es la diferencia entre
los 3 tipos de histograma? La respuesta es la obtencién del factor de normalizacién de los niveles
de los colores. Para el histograma normal el factor se obtiene al dividir la altura de la imagen-
histo sobre el valor maximo de los diferentes niveles de los colores. En el absoluto se tienen 4
factores de normalizacién, uno por cada color, donde cada uno se obtiene dividiendo la altura de
la imagen-histo sobre el valor maximo de los niveles de ese color. Y el logaritmico se obtiene de
forma similar al absoluto solo que al momento de obtener el factor de normalizacion en cada
color se le saca logaritmo al maximo del color, es decir, el factor se obtiene dividiendo la altura
de la imagen-histo sobre el logaritmo del valor maximo del color y ademés también se saca loga-
ritmo al valor de cada nivel de color al momento de graficarse esto para que no se afecte el resul-
tado final en la visualizacion en el histograma. Este tltimo se hace ya que en ocasiones el histo-
grama absoluto muestra valores graficados muy pequefios cuando existen en la mayoria de nive-
les valores pequeiios y en unos cuantos valores muy grandes impidiendo ver con claridad el resto
de los valores, mientras que el logaritmico los resalta.

De lo anterior, el histograma es una herramienta muy poderosa en el estudio de imagenes digita-
les ya que nos da un muestreo de como se encuentran las intensidades de color de la imagen,
para nuestro caso se usara mas en imagenes en grises donde nos interesa ver la distribucion de
los diferentes niveles de grises en las células de la auto radiografia en estudio.

En nuestro sistema el histograma mostrara valores graficados de toda la imagen o bien mostrara
valores de una sola region donde el usuario previamente ha seleccionado una region en la ima-
gen en estudio, lo que nos da una mayor exactitud en el estudio sin involucrar el resto de la ima-
gen. Ademas se mostrara el promedio de los valores de grises de la region seleccionada y el error
estandar de promedio o SEM que ya se explico anteriormente. También se mostraran datos co-
mo la cantidad de pixeles que tienen ese nivel de color, cantidad de pixeles de la imagen y su
desviacion estandar.

En ocasiones el valor del promedio del valor de los grises, por decir, que fuera 176, se busca en el
eje X de la Calibracién de la Curva para ver la tendencia de ese dato en la graficacion de los datos
originales y de la curva aproximada, ya que cada una tiene una y diferente.

4.1.2.6 Edicion de valores por punto y por region

Otra parte que se pidié de nuestro programa, fue obtener datos de forma directa con los pixeles
de la imagen, tal es el caso de obtener valores de la misma, ya sea por pixeles o por una region
determinada de ellos, inclusive se relacion6 con la calibracion de la curva que tendra que hacer-
se previamente.

Pero para entender esto vayamos por partes, se le llamara ediciéon de valores por que el usuario
podra obtener dichos valores directamente de la imagen y podra modificarlos y adicionar algu-
nos comentarios, inclusive tendra la capacidad de guardarlos para futuras revisiones en formato
texto o en formato de Microsoft Excel.
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En la Edicion por Punto como su nombre lo dice se obtendran datos de un punto o pixel de la
imagen, se obtendra sus coordenadas (x, y) asi como su valor de gris, ademas se adicionara el
nombre de la imagen ya que el usuario tendra la capacidad de adicionar valores de diferentes
imégenes en el mismo formato texto o de Excel, para que el investigador al final pueda comparar
valores de diferentes imagenes para diferentes tejidos, o bien del mismo tejido, pero con imége-
nes tomadas en diferentes momentos del experimento, para ver la actividad celular de los teji-
dos.

Ahora bien en la Edicion de Region, se tomaran y editaran datos muy importantes de la imagen
auto radiografica, que como su nombre lo dice sera de un grupo de pixeles que el usuario elegira
previamente bajo una seleccion libre total. Los datos que obtiene son el promedio de grises que
estdn dentro de la region seleccionada, su SEM, los fentomoles sobre 1 miligramo de tejido
himedo (fmol/mg) y el nombre de la imagen sobre la que se obtiene los datos. También se dejan
marcados espacios para que el usuario marque que nimero de muestra es, el cuadro experimen-
tal y la region del tejido que se esta analizando.

Aqui los fmol/mg son obtenidos de forma directa de la curva real calibrada del experimento en
cuestion, donde los grises que corresponden en su grafica son los grises promediados, es decir,
de los grises promediados obtenidos en esta edicion se buscaran en el eje x de la calibracion de la
curva, en los datos obtenidos en la ecuacion mayor aproximada a los datos experimentales tam-
bién graficados. Recordemos que en la calibracion de la curva se grafican dos series de datos, los
datos experimentales y los datos reales aproximados a esos experimentales. El eje y correspon-
diente del x buscado representara el valor de fmol/mg que es visualizado en la edicion por re-
gion.

Se vuelve aclarar, que para que este dltimo dato funcione se debe hacer una calibracién de la
curva con los datos correspondientes; sino de lo contrario se veran datos aleatorios y no reales.

4.1.3 Los procesos en las imagenes
4.1.3.1 Los Filtros Digitales

Ahora hablaremos de otros procesos que se le hace a las imagenes y que son la aplicacion de fil-
tros digitales, los cuales consisten en modificar sus pixeles para mostrar ciertos resultados o mo-
dificaciones en su presentacion por medio de operaciones matematicas; como ejemplo es pasar
una imagen a color a gris y viceversa, obtener su negativo y aclarar o oscurecer una imagen son
tan solo unos ejemplos de filtros.

En nuestro programa solo manejaremos pocos filtros, ya que el usuario nos menciona que para
aplicar filtros u otras modificaciones a la imagen, se hace con otro software en este caso PhotoS-
hop que es mas especializado para esos casos. Los que se usan en nuestro programa son comu-
nes para el usuario y se hacen pixel por pixel los procesos y para ello nos apoyamos mucho con el
método scanline para agilizar todos los procesos ya que se utilizan en ocasiones imagenes muy
grandes en cuanto a dimensiones.

Grises de una Imagen

Este filtro es uno de los mas necesitados en la rama del estudio de auto radiografias ya que se
puede visualizar los diferentes intensidades de brillo que hay en la imagen y poder ver asi las
reacciones biologicas en las estructuras celulares mediante la aplicacién del is6topo radioactivo
en la auto radiografia. Ademas como ya hemos visto muchas de las opciones de nuestro sistema
requeriran de imagenes en tonos de grises.
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El obtener una imagen en formato de grises es muy sencillo. Como se vio en el Capitulo 2 una
imagen es representada bajo tres canales de colores, el rojo, el verde y el azul que son el RGB y
cada canal representa una intensidad en el pixel de la imagen. Ahora bien para representar un
gris se necesita que los 3 canales tengan un mismo valor de intensidad y para lograr ello y no
perder informacion de intensidad de los 3 canales, lo que se hace es obtener el promedio de los 3
canales y reasignando el mismo valor a los 3, es decir R o G o B tendran por valor =(R+G+B)/3.
Esto se aplica a toda la imagen quedando al final una imagen en tonos de grises.

Negativo de una Imagen

Este filtro también nos revela la cantidad de pixeles con mayor o menor intensidad de brillo en la
imagen.

El proceso que se sigue para obtener un negativo de una imagen es que cada pixel se le asigne el
negativo de si mismo por medio de la operacion logica NOT. Entonces cada pixel de la imagen
estara asi pxy:= not pyy .

Binarizaci6on de una imagen

Ahora veamos el proceso de binarizacion de una imagen. Para lograr ello diremos que se llama
binarizacion al proceso de asignacién de colores blanco y negro y que para ello se necesita definir
un umbral o limite de donde empieza el color blanco y donde termina y por ende el negro. Los
limites para uno y otro son 0 y 255 por que como ya se dijo son los valores limites que puede
tomar un canal de color. Aqui utilizaremos valores de pixel para decidir quien va antes o des-
pués, esto se hace promediando el valor de los canales, para que asi no perdamos caracteristicas
de intensidad y morfologia de la imagen.

Existen 2 formas comunes para definir el umbral de binarizacion de la imagen:

1.- El umbral se puede definir a la mitad de los valores entre 0 y 255, quedando 127 o0 128 donde
comunmente el color negro quedara entre 0 y 127 o0 128 y el blanco entre 127 0 128 a 255. Enton-
ces todo pixel que este entre los valores de binarizaciéon serd cambiado segin corresponda por
negro o blanco. Pero existe una pequena deficiencia en esta parte, ya que en ocasiones hay ima-
genes que tienen pixeles pero no en todo el rango de 0 a 255, ya sea al principio o al final dando
resultado binarizaciones muy negras o muy blancas.

2.- La segunda, que es mejor, es analizar toda la imagen y tomar el maximo valor alcanzado en
los pixeles en los canales R, G y B y promediarlos para que asi quedaria el limite mayor definido
y el limite menor se haria también promediando los valores minimos alcanzados en la imagen. El
umbral quedaria definido por el valor medio entre el limite menor y el limite méximo encontra-
do.

Esta es lo mas recomendable y es la que se aplica en nuestro programa ya que nos basamos en
valores de pixel reales y en un umbral real, en donde tomamos en cuenta los valores reales de
pixel de la imagen.

La binarizacion permite detectar lugares con demasiada intensidad y ver la forma que queda de
la célula o tejido en estudio. Se sugiere que para poder utilizar una binarizacién adecuada se
haga sblo en imagenes en escala de grises.
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Brillo de una Imagen

Otro de los filtros mas usados es el manejo de brillo de una imagen, el cual permite aclarar una
imagen que esta oscura o viceversa. El proceso que se sigue para el brillo es muy sencillo, es sa-
turar el pixel cuando se quiere aclarar la imagen o quitar valor al pixel cuando se quiere oscure-
cer, pero siempre bajo los 3 canales para no perder su morfologia. Teniendo mucha precauciéon
de no saturar el pixel arriba de 255 o reducirlo menor a 0, ya que se podrian tener resultados
inesperados.

En pocas palabras si un pixel tiene en R 0 en G o0 en B un valor de 128 y se quiere aclarar sim-
plemente se le suman valores de 1 en 1 o bien se multiplica el pixel por una constante mayor a 1,
pero en los 3 canales al mismo tiempo para asi no perder la forma de la imagen, pero solo se le
podran adicionar valores a lo mas hasta que el canal alcance el valor de 255 que es el valor de
aclaracion maximo y que corresponde al blanco. De forma similar se sigue para oscurecer al pixel
se le resta de 1 en 1 0 bien se le multiplica por una constante entre 0 y 1.

Aunque con el aumento o reduccion de 1 en 1 del valor del pixel se aplica a toda la imagen y el
efecto se vera reflejado de forma uniforme en la misma, mientras que por multiplicacién de
constante, el brillo se afecta de tal forma que se modifica también un poco al contraste de la
misma imagen.

Brillo por funciones

Otra metodologia que se sigue para aclarar una imagen u oscurecerla, es aplicar funciones a los
pixeles origen, en nuestro programa utilizaremos las funciones de seno que aclara la imagen,
coseno que la oscurece y por potencia en la cual el pixel es elevada a una constante, de tal forma
que o<constante<1 para aclararla y constante>1 para oscurecerla. En seno y coseno el contraste
se respeta un poco en la imagen, en seno se aclaran mas los pixeles claros en vez de los oscuros y
en coseno se oscurecen mas los pixeles oscuros. Para la potencia mientras la constante se acer-
que a 0 la imagen es mas clara y mientras mas se aleje de 1, sera mas oscura, de igual forma el
contraste también se modifica poco.

Pseudocolor a una imagen

Ahora mencionaremos otra parte de nuestro sistema, que son los filtros que afiaden color a una
imagen en gris o monocromatica. Ya hemos descrito a nivel general como funcionan estos filtros
y que existen muchos de ellos, pero que al final solo se obtendran colores falsos pero con intensi-
dades similares a la imagen en gris. En nuestra tesis basicamente se aplicaron los métodos expli-
cados previamente en el Capitulo 2.

Del primero el de la divisién por intensidades, que se aplica dividiendo 255 entre 8, de los cuales
el cociente de esa division marca un umbral en cada multiplo del cociente, asi hasta cumplir los 8
niveles, es decir, 255/8 es igual a 31.875 pero nosotros tomamos 31 como el umbral, entonces de
0 a 31 se pinta con un color, de 32 a 63 con otro, de 64 a 95 con otro mas y asi sucesivamente
hasta llegar a los 255 niveles que alcanzarian cada canal R, G y B. En nuestro programa se tratara
de dejar algunos colores tentativos para el usuario, pero se tendra la opcion de elegir los colores
que a él mejor le convengan. Los umbrales aqui comentados seran dados por el color gris del
pixel y le sera asignado un color segiin su intensidad, es el por ello de las 8 capas, aunque podri-
an ser mas.
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Después de tener los colores que se aplicaran a la imagen, cada color propuesto se descompon-
dra en sus canales y se aplicaran en los canales respectivos del pixel correspondiente para asi
tener una imagen de salida con colores.

Para la parte donde aplicamos una funcién para obtener los valores de los colores falsos se utili-
zan 3 formas, que al final cada autor o programador los propone, ya que no hay una forma de
volver a conseguir los colores reales de la imagen, la funcion pueden ser cualquiera, siempre y
cuando no alteren la morfologia de la propia imagen.

Equilibrio de Color

Aqui este efecto consiste en modificar los pixeles de una imagen de manera independiente en los
canales R, G y B, de igual forma consiste en reducir o aumentar en 1, los valores de los pixeles
origen de la imagen, produciendo efectos de coloracion en la misma por lo cual también puede
ser usado para colorear una imagen en gris o para ajustar los colores de una imagen con tonali-
dades de color. El canal rojo al sumarle de 1 en 1 se saturara de mas rojo, pero al reducirle toma-
ra la tonalidad de Cian, el Verde igual se hara mas verde al sumarle pero al reducirle tomara el
color Magenta y el Azul igualmente se hara mas azul al sumarle pero al reducirle se hara Amari-
llo.

Filtros Paso Bajo y Paso Alto

Hasta el momento solo se han explicado filtros que se trabajan por pixel, es decir, a un solo pixel
se le aplica una operacion o varias y el resultado se regresa a ese mismo pixel. Pero en la aplica-
cion de filtros existen otros mas, que son trabajados a través de una mascara de 5, 9 0 mas valo-
res y multiplicado por los pixeles correspondientes y el resultado se regresa a un pixel central;
esto se hace para tomar mas caracteristicas de la imagen y regresar un pixel resultado procesado
con base a sus pixeles vecindad, que son los que estan al lado.

Lo anterior se logra de la siguiente manera, supongamos que se va a procesar el pixel p(x,y) y se
procesara con un filtro Paso Bajo que mas adelante se explican. Obsérvese la matriz de Pv la cual
contiene todos los pixeles vecindad o alrededor del p(x,y) , se tiene a su alrededor 8 pixeles y se
tiene la mascara FPB3 con 9 valores, entonces para obtener un pixel resultante R(x,y), se multi-
plican las dos matrices Pv*FPB3 el cual dara el resultado un solo valor y es el que se dara a
R(x,y).

1 pz2 P35 1 2 1
P P4 BOOY) DE| FPBo=1Aé | 2 2
o p7 DB S 1 42 1

Estas operaciones matriciales de hacen con todos los pixeles de la imagen, con lo cual se asegura
tomar caracteristicas un poco mas reales, con lo cual se dan filtros mucho mas complejos para
dar otros efectos a la imagen.

Aqui bajo ese esquema usamos filtros Paso Bajo y Paso Alto; los primeros no dejan pasar fre-
cuencias altas o transiciones bruscas de un pixel a otro, por lo cual la imagen resultante es una
imagen mucho mas suavizada, ademas de que eliminan el ruido, polvo o suciedad que haya ad-
quirido la imagen al momento de tomarse. Y los Paso Alto hacen lo contrario de los Paso bajo,
estos dejan pasar frecuencias altas entre los pixeles, lo que hace resaltar un poco los bordes en lo
que contiene la imagen, lo que da resultado a una imagen mucho mas estilizada. Estos filtros son
de utilidad por las imagenes que se utilizan en Fisiologia ya que muchas veces las imagenes to-
madas vienen con impurezas por el cristal usado en el microscopio, entonces un filtro Paso Bajo
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ayuda a reducirlas y si una imagen sale un poco borrosa un Filtro Paso Alto ayuda estilizar y des-
tacar mas los bordes de las células o tejidos mostrados en la imagen.

Deteccion de Bordes

Por ultimo los filtros esenciales que deben estar en todos los andlisis de imagenes celulares, son
la deteccidon y muestra de bordes de lo que se encuentra en la imagen. Se manejaron 2 deteccio-
nes, se muestran los bordes en direccion en X y los bordes en direccion en Y, y por medio de una
operacion OR con la calculadora podria obtenerse una imagen con bordes en general, es decir, en
ambas direcciones X y Y. Al ejecutarse dicho filtro el resto de la imagen es ignorada o pasada a
un color negro. Para lograr esto se hace a través de la operacion q=Valor Absoluto de (pi;j — pi-1j)
donde q es el nuevo pixel resultado y los pixeles p son de la imagen origen pero de distinta posi-
cion. Esta operacion obtendra valores altos en donde haya cambios bruscos en los valores de los
pixeles con lo cual se resaltan los bordes y en partes donde hay pocos cambios bruscos, el valor q
tiende a 0, con lo cual son ignorados. La anterior operacion detecta bordes en X, para Y solo se
cambia un valor adelantado en j.

Filtro Espejo

Este so6lo es un filtro donde la imagen es reflejada como si fuera un espejo. Se manejan dos for-
mas: el reflejo horizontal y el reflejo vertical. Este tipo de filtro nos sirve para tener una perspec-
tiva de visualizacion de la imagen.

Contraste

Este es un tipo de filtro que modifica la cantidad saturada de pixeles, principalmente cercana a
donde haya cambios bruscos en intensidad de los pixeles origen. El contraste hace también que
los colores sean mas vivos, permitiendo ver detalles que no son visibles en imagenes con luz uni-
forme, con lo cual ayudara al investigador a encontrar detalles en las células de auto radiografia.

4.1.4 La ampliacién de las imagenes

Ahora bien, en esta seccion hablaremos de otra parte esencial de nuestro sistema, el cual tam-
bién debe ser exacto para que no se tomen datos erréneos en la seleccion de cualquier parte de la
imagen. Hablaremos de la ampliacion de las imagenes pero desde dos puntos que se utilizan en
nuestro programa que son el zoom y el redimensionamiento de las imagenes de forma definitiva.

Zoom

En este parte de nuestro programa lo que se hace es ampliar o reducir la imagen de manera tem-
poral, para que el usuario pueda ver a detalle caracteristicas de la imagen, o bien pueda seleccio-
nar partes diminutas que a simple vista no son tan facil ver o seleccionar, para que después le sea
aplicado algin proceso, como por decir un filtro o el histograma parcial. En el caso de la reduc-
cion puede ser usado para que el usuario vea en gran parte toda la imagen cuando esta viene
demasiado grande. El zoom es muy usado en muchos software de disefio, para realzar o definir
detalles que el usuario busca o quiere modificar; este efecto de ampliacion no afecta de ninguna
forma el tamafo real de la imagen, ya que uno puede hacer una ampliacién a un 200% de la
imagen y al aplicar el proceso se hace sobre el tamafio real de la imagen en este caso siempre
seria el 100%.

Existen diferentes medidas de ampliacion o reduccion, en nuestro sistema usaremos las basicas
que son reducir la imagen en 20, 40, 60 y 80% y ampliar un 120, 150, 170, 200, 250 y un 300% y
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estas medidas son muy buenas para que el usuario pueda trabajar de forma tranquila con ima-
genes muy pequeiias o muy grandes. Pero, que quiere decir hacer un zoom un 20% o de 200%?
Simplemente en el caso del 20% es que la imagen original se mostrara en el programa reducida
una quinta parte de su tamafo real y en el caso del 200% sera mostrada al doble de su tamafio
real.

Por lo anterior para obtener las nuevas medidas con las que se mostrara la imagen de manera
temporal al usuario, estas se obtendran asi:

NuevoAncho:= AnchoOriginal * Factor de Zoom y

NuevoAlto:=AltoOriginal * Factor de Zoom

En donde los factores de zoom en base a las reducciones y ampliaciones antes mencionados seri-
an los siguientes:

Reduccion Ampliaciéon
Zoom Factor Zoom Factor
20% 0.2 120% 1.2
40% 0.4 150% 1.5
60% 0.6 170% 1.7
80% 0.8 200% 2
250% 2.5
300% 3

Entonces si una imagen tiene medidas reales de 800x600 pixeles y se reduce un 40% sus nuevas
medidas temporales sera de 320x240 pixeles y si se hace una ampliacion de 300% entonces sus
nuevas medidas temporales seran de 2400x1800 pixeles.

Redimensionamiento de una Imagen

Ahora pasaremos a otro aspecto de nuestro programa el redimensionamiento de una imagen,
esta parte la consideraremos de forma similar al zoom, nada mas que aqui las nuevas medidas de
la imagen ya no seran con respecto a un zoom que como ya se dijo actian de tipo temporal, sino
que seran definitivas, ademas de que ya no se manejaran factores de ampliaciéon o reduccion sino
las nuevas medidas el usuario las ingresara. La imagen podra ser redimensionada de forma pro-
porcional, es decir, la proporciéon que se de al ancho es igual a la proporcidon que se dara en el
alto, esto es para mantener el aspecto real de la imagen sobre la que se esta trabajando o bien se
har4 la redimension sin proporciéon donde el usuario dard medidas diferentes para ancho y el
alto. La desventaja de esta dltima parte es que la imagen perdera su forma original y aparecera
distorsionada.

Para que una imagen sea redimensionada de forma proporcional se sigue lo siguiente.

1.- Dado lo que ingrese el usuario ya sea para modificar su anchura o su altura (no los dos al
mismo tiempo), se obtendra el porcentaje que haya disminuido o aumentado, del ancho o alto
original de la imagen segtin corresponda.

2.- Como el usuario ingreso un ancho o una altura a modificar, la otra parte se dara de forma
automatica, si se dio el ancho, el alto se da automaticamente con base al porcentaje obtenido en
el paso anterior y viceversa del alto para con el ancho.

Con ello se obtienen medidas proporcionales que mantienen el aspecto original de la imagen.
Veamos un ejemplo, supongamos que tenemos una imagen original de 352x288 pixeles y que el
usuario quiere que la imagen por lo menos se redimensione en su ancho a 500 pixeles. ¢Cual
sera su nueva altura? Vamos a obtenerla para ello veremos cuanto por ciento aumento esos 500
pixeles sobre la medida original y lo hacemos con una simple regla de tres:
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AnchoOriginal — 100%

NuevoAncho — x

Obteniéndose un aumento del 42% mas de su tamafio original aproximadamente, es decir, es
como si se hubiera hecho un zoom de 142%. Entonces hay que aplicar un 42% mas de alto a la
imagen y se hace nuevamente con una regla de tres:

Porcentaje — x

100% - AltoOriginal

Quedando que la nueva altura nos dara un aproximado de 409 pixeles. Por tanto la imagen que-
dara con las nuevas medidas proporcionales de 500x409 pixeles. Para el caso de que se cambie
el alto, el ancho se obtendria de manera similar.

4.1.5 La Calculadora de Imagenes

Otro de los elementos a implementar es el uso de la Calculadora de Imagenes, la cual nos permi-
te procesar 2 imagenes a través de una funcion y obtener un resultado en otra imagen, dicho re-
sultado nos permite detallar ciertas caracteristicas de las imagenes por decir, podemos ver los
cambios que sufren las células entre una imagen tomada en un momento dado y otra imagen
tomada un segundo después, segin sea lo que el investigador requiera.

La aplicacion de las funciones se realizan por cada canal R, G y B de cada pixel, por decir asi se
haria el resultado de un calculo de suma entre dos imagenes:

Supodngase dos imagenes Imageni1 e Imagen2 con sus pixeles correspondientes P1(x,y) y P2(x,y)
los cuales habra que descomponerlos en sus canales; para P1(x,y) sus canales R, G y B serian
P1r(x,y), P16(x,y) v P1s(x,y) y para P2(x,y) serian P2gr(X,y), P2¢(x,y) y P25(X,y). Ahora bien su-
pongase una imagen resultado ResImagen también con sus pixeles R(x,y) y sus respectivas des-
composiciones de los canales R, G y B, entonces la operaciéon de suma entre las imagenes sera:

Rr(x,y) = P1r(X,y) + P2r(x,y)
Re(x,y) = P1e(x,y) + P2¢(x,y)
Re(x,y) = P1s(x,y) + P25(x,y)

La operacion se hace en los 3 canales. Cabe hacer mencion que los valores de RGB esta entre 0 y
255, por lo cual en las operaciones se debe tener cuidado que el resultado no tenga un valor su-
perior a 255 y menor a 0, por lo cual si algin valor resultante rebasa esos niveles, se normaliza,
para valores mayores a 255, el resultado se iguala a 255 y si es menor de 0 el valor se iguala a 0.

En la calculadora se implementaron varias funciones del tipo logicos y aritméticas, las cuales
cada una obtiene una caracteristica en comun, pero al final el investigador podra y debera probar
las diferentes funciones para que vea los resultados, y obtenga lo que busca en las imagenes.

Funcién Descripciéon
Logica AND Imageni AND Imagen 2
Logica OR Imagen1 OR Imagen 2
Logica XOR Imagen1 XOR Imagen 2
Negacion de Logica AND Not (Imagen1 AND Imagen2)
Negacion de Logica OR Not (Imagen1 OR Imagen2)
Negacion de Logica XOR Not (Imagen1 XOR Imagen2)
Aritmética SUMA Imagen1 + Imagen 2
Aritmética RESTA Imageni - Imagen 2
Aritmética MULTIPLICACION Imagen1 * Imagen 2
Aritmética DIVISION Imagen1 / Imagen 2
Aritmética DESIGUALDAD <= Si Imagen1 <= Imagen 2 -> Res=0
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No Res=255
Minima Min(Imageni1, Imagen 2)
Maxima Max(Imageni,Imagen 2)

De la Suma, Resta y Multiplicacion se verifica que los datos estén entre 0 y 255 y de la Division
que no exista una divisién entre 0 para no ocasionar errores. El resultado 6éptimo para lo que
busque el usuario sera a través de una serie de pruebas que haga con las diferentes operaciones
para asi obtener lo que desea.

En resumen, el disenio de todo programa requiere de mucho trabajo interdisciplinario entre el
programador y el usuario para que éste cumpla con las necesidades del usuario y satisfaga las
metas de calidad de una ingenieria de software, donde todo ello se corrobora con las diferentes
pruebas y trabajo que el usuario realice sobre el programa.
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Capitulo 5

EL DESARROLLO DEL SISTEMA SAGEFH VERSION 1.0

Ahora iniciamos el Capitulo 5, la recta final de este proyecto de tesis. En éste veremos como todo
lo analizado en los capitulos anteriores cobra vida al realizarse el programa o sistema Sagefh,
nombre que definimos en el capitulo 3. Veremos un poco mas de disefio del programa al reali-
zarse, pero esto ya sera para determinar las bases de como se construyd nuestro sistema para que
con ello, todo lo que vimos anteriormente en la parte de analisis y disefio seran tangibles ahora al
realizarse todas las ventanas del sistema, que interactuaran con el usuario final que lo utilizara
en el Instituto de Fisiologia, es decir, la realizacion de la interfaz final; ademas de que veremos la
parte técnica del mismo en la implementacion donde se analizaran las principales caracteristicas
de nuestro sistema. Veremos también algunos ejemplos donde se de la aplicabilidad de nuestro
software, sus pruebas asi como sus resultados al ser comparados con otro software ya existente
en el mercado.

5.1 Disefio Arquitectonico

En esta parte del disefio explicaremos como se desarroll6 la estructura del programa y la relaciéon
de control de los diversos médulos que lo conforman o al menos los principales, donde se ve
afectada la imagen (procesos y filtros). Al tratarse esto veremos como la imagen es procesada,
desde que es abierta hasta que es mostrada al usuario o donde se muestran resultados especifi-
cos segun el mddulo, que el usuario a través de la interfaz final haya seleccionado. En pocas pa-
labras en el disefio arquitectonico vemos la estructura general interna de como se conformara
nuestro Sistema Sageth y como fluira la informacion a través de esa estructura.

Observemos la Fig. 5.1, en la cual se esquematiza el disefio arquitecténico de lo que constituye
nuestro sistema. Aqui nuestros principales datos conforman la propia imagen que se manejara
con el programa y las partes que se obtienen de la misma con procesos tales como son con apli-
cacion de filtros, estadisticas de la imagen, asignacion de colores falsos, histogramas y propieda-
des de la imagen, entre otras mas. Una parte que se podria tomar como independiente de la ima-
gen, pero que en realidad es dependiente, es lo que se efectiia en la Calibracion de la Curva don-
de por medio de una imagen se obtienen datos de interés para el investigador y de ahi se obtiene
otros resultados como graficas. En la 5.1 vemos por donde la imagen puede seguir, sus posibles
procedimientos y resultados donde se llega, lo que para nosotros es de mucha importancia ya
que de ahi podremos ir conformando la estructura general de nuestro sistema e incluso su propia
interfaz.

Dentro del Diseno arquitectonico se contemplan dos tipos de flujos de datos, el de transforma-
cion y el de transaccion [3]. El primero hace mencién cuando los datos que conforman las ima-
genes de nuestro caso, a través de una interfaz final son seleccionadas por el usuario para ser
modificadas por cualquier proceso (flujo de entrada) y muestran los resultados en la misma in-
terfaz final (flujo de salida) que el usuario maneja con nuestro programa, valiendo la aclaraciéon
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que pasan por un modulo de transformacion o modificaciéon. El de transaccion es cuando la in-
formacion segtin un criterio se divide en varios caminos posibles dentro de la estructura o disefio
arquitectonico para ser modificada. Todo esto se hace con el fin de saber como la informaciéon
fluye dentro del programa y no tener pérdidas de datos o repeticion de procesos, para que con
ello el software desarrollado trabaje de manera eficiente, con cohesién, acoplamiento y que su
programacion y mantenimiento sean mas faciles.

hicio deSAGEFH
[

I
Se ottiene archivo gue

& Lsuario indica
|

I I
Procedimientos de apertura de | [Procedimientas de apertura de
archivo de grafico soportado archivo Texto o Calibracion

Produdr Wisudizacion —

Editor de Texto

Proc. de Fiftros Contenedar de Imagen -
Edicion
(Farmt)
Falsos Color es
. Ayud —
Calibracion de la Curva i
Calculadora
Propiedades Histogramas

Fig. 5.1. Estructura General Interna del Programa Sagefth representado por los principales médulos que lo
conforman y sus relaciones. Disefio Arquitect6nico.

En la Fig. 5.1 existe un Flujo de transaccion al seleccionar un archivo y abrirlo, ya que se tiene
dos caminos al visualizarlo, uno grafico y otro de texto, el resto son flujos de transformacion de
los procesos y solo afectan a la imagen donde produce su resultado, esto con base a lo que selec-
cione el usuario, por solo decir la imagen ubicada en el contenedor de imagen (Formz1) es afecta-
da de forma individual por procesos de filtros, falsos colores, calculadora y propiedades. Cabe
hacer mencién que existen otros elementos dentro de la Fig. 5.1. que tal vez no modifiquen la
imagen pero si proporcionan ayuda o informaciéon de como manejar el programa y con ello el
usuario pueda llegar a la informacion segin sus requerimientos como en la barra de tareas don-
de se muestra la posicion del cursor y sus valores R, G y B de forma independiente.

5.2 Disefio e Implementacion de la Interfaz Usuario-Maquina

Ahora bien pasamos a una de las etapas de consolidacion del Sistema Sageth version 1.0, que es
el disefio e implementacion de su interfaz final, en la cual el usuario o investigador trabajara con
el programa y obtendra los resultados que hemos explicado en capitulos anteriores de esta tesis.
Al momento de desarrollar una interfaz, debemos tener en cuenta varios objetivos por parte del
usuario como el nivel de manejo de una PC, forma de visualizacion, modificacion y colocaciéon de
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datos o resultados entre otras cosas a lo que se llama Modelo de Usuario, o Percepcion del Sis-
tema y Modelo del Usuario.

5.2.1 Modelo del Usuario y Percepcion del Sistema

Como se mencion6 anteriormente estas partes consolidaran el desarrollo de la interfaz final para
quienes es desarrollado el sistema, ademéas de lo requerimientos especificados por el usuario en
el capitulo anterior ahora se veran reflejados. Para empezar se menciona que el Sistema Sageth
sera usado por alumnos, maestros y doctores del Instituto de Fisiologia de la BUAP con lo cual
los usuarios ya tienen nociones basicas de manejo de un equipo de computo, por lo cual el pro-
grama se desarrolla en un ambiente un poco de usuarios avanzados, aunque sin perder la senci-
llez de usarlo. Ahora bien la forma de trabajo y visualizacién del programa se coordiné con el Dr.
Gonzalo Flores investigador del Instituto en el Area de Neurociencias, el cual pidi6 un programa
que abriera imagenes en formato basico principalmente TIFF, a las cuales se les podian aplicar
algunos filtros para resaltar algunas caracteristicas mostradas en la imagen; pero que cada resul-
tado se visualizara en una ventana diferente, donde si en la imagen por decir 1, si se seleccionaba
una parte, en la imagen 2 el resultado se mostrara con la misma selecciéon hecha en 1, pero en
otra ventana. También el usuario solicité una forma de calibracion de la curva donde se ingresa-
ran valores y otros mas se obtuvieran de forma automatica en base a tablas, y que la grafica vi-
sualizada fuera movible para ver a detalle los datos graficados y otras cosas necesarias que se
especificaron en la seccion 3.5. Cabe hacer mencion que al final de estos analisis y caracteristicas
el programa se desarroll6 y se hicieron varias pruebas de visualizacion final de Sageth, los cuales
se le mostraron al usuario, también conforme el lo solicitaba se agregaban o eliminaban o modi-
ficaban moédulos de la interfaz para que al final quedara tal como habia sido requerido; en otras
palabras se sigui6 la metodologia de la Fig. 5.2. que se parece en parte a la de la Fig. 3.1.

[ Disefio Preliminar | ]

Construccidn del Pratotipo
1 de la Interfaz

Coretruccidn del profoipo

nde la irterfaz \

Se realizan las Lisyario evalua
modificaciones la Interfaz

Disefio de Interfaz
Completo

Fig. 5.2. Ciclo de Evaluacién del disefio de la Interfaz usado en Sageth. [3]

Se estudia la evaluacion

5.2.2 Herramientas de Implementacion para el sistema Sagefh

Cabe hacer un paréntesis para mencionar lo que se conoce como Kits de herramientas de interfaz
de usuario o sistemas de desarrollo de interfaz de usuario (SDIU), siendo éste todos los elemen-
tos que hacen posible la creacion y modificacion de la interfaz del software. Por lo tanto las prin-
cipales herramientas para poder desarrollar toda la implementaciéon de nuestro programa son:
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1. Borland Delphi 5, que como se dijo por su facilidad de uso al desarrollar la aplicacion y
por la sencillez de su propia interfaz y lenguaje (Pascal orientado a objetos) fue seleccio-
nado para programar, codificar y crear la interfaz del sistema Sagefh.

2. El software de programacion Delphi, es trabajado en una PC con sistema operativo Mi-
crosoft Windows XP Profesional.

3. La PC es una Pentium 4, con 256 MB de memoria RAM y HD de 40Gb.

4. Maple V para poder corroborar los datos matematicos principalmente en las operaciones
de matrices.

5.2.3 Implementacion de la Interfaz Final

Con lo antes descrito, podemos ya empezar a indicar como quedaria nuestra interfaz final, que el
usuario tendria enfrente para poder trabajar la informacion con el programa Sagefh. Pero antes
de todo esto se realiza la codificacion de los algoritmos vistos en el Capitulo 4 para que cuando ya
funcionen de forma adecuada, se pueda realizar la interfaz de una manera simple y darle al usua-
rio los resultados que deseaba.

Antes de entrar a la implementacion del Sagefh, tomamos cuatro puntos esenciales para que el
resultado sea 6ptimo segun la ingenieria de software: 1).- Tiempo de respuesta del sistema, 2).-
Las facilidades de ayuda al usuario, 3).- La manipulacion de la informacion de los errores y 4).-
el etiquetado de ordenes.

De la parte 1 se referira a toda respuesta en tiempo de lo que se haga en nuestro programa, todos
los procesos a excepcion de los filtros son rapidos, decimos que los filtros no tanto porque se
manejan matrices de bits y cada vez que se ejecuta un filtro, se crea la matriz, se hace el filtro y se
ejecuta una nueva matriz para visualizar el resultado, esta parte es relativamente un poco tarda-
da dependiendo del tamafio de la imagen.

Ahora bien la ayuda de nuestro programa se manejara de forma agregada, es decir, a través de
una opcion se mostrara la ayuda; se trat6 de mostrar toda la ayuda, para todas las opciones posi-
bles de nuestro sistema. En algunas opciones a través de la barra de estado o en texto que apare-
ce al colocar el cursor encima de algin elemento se muestra una ayuda integrada, es decir, en el
momento de que se desarrollo el software se pensd que en el momento de ejecucion del mismo se
visualiza una ayuda.

También en la parte 3 se tiene un especial cuidado al manejar posibles errores del programa,
cada uno de los posibles se presenta a través de un cuadro de didlogo, que se le muestra al usua-
rio, para que tenga una idea o sepa que hacer cuando se presente un error. Aunque como todo
software, no se pueden contemplar y especificar todos los errores como los externos que afecten
el programa; por mencionar alguno, una falla en el disco duro de la PC del usuario y si el pro-
grama se carga en ese sector de falla ocasionara un error, el sistema Sagefh no tiene esa capaci-
dad de reconocer esos errores externos; pero al menos todos los posibles que ocurran desde
adentro cuando se manejen los datos e imagenes, se contemplan y se documentan.

Por ultimo en la parte 4 se menciona el etiquetado de ordenes, que no es mas que las posibles
secuencias de teclas para invocar un comando en el software, tal como CTRL+A para poder abrir
una imagen sin necesidad de hacerlo con el Mouse. Sageth solo contemplara las principales fun-
ciones del programa y se haran compatibles con otras secuencias de comandos que existen en
otros programas, esto para evitar confusiones al usuario que emplee varios programas y entre
ellos Sageth. En la Fig. 5.3. se observa la interfaz principal de Sagefh y sus principales partes:
Barra de Ment, de Herramientas y de Estado; ademas se visualiza ya con una imagen abierta
colocada en Form1 que sera para todas las imagenes.
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EX sistema Sagefh v 1.0 = |EI|5|
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Fig. 5.3 Interfaz Final del Sistema Sagefh version 1.0 y las principales partes que lo conforman.

En la Fig. 5.4 observamos la forma de la Calibracion de la Curva, una de las partes esenciales de
nuestro programa en la que el usuario puso mucho énfasis para su realizacion, ya que esta parte
era necesaria para reducir tiempo y costos en sus investigaciones. En la figura podemos observar
como se encuentra ya trabajando y en la seccion derecha, sobre la parte azul vemos la graficacion
de los datos y sus posibles ecuaciones de acercamiento o acoplamiento, para redefinir la muestra
de resultados que el usuario insert6 a través de una imagen; en este caso la que se muestra en la
Fig. 5.3. Esta interfaz ademaés tiene otros datos adicionales para el usuario, para asegurar la cali-
dad de acoplamiento de las ecuaciones propuestas, ya explicadas en el capitulo 4. De manera que
el usuario en esta forma solo ingresa datos como el tipo de radiois6topo y el tiempo de decai-
miento, para que a través de tablas internas [ANEXO C y 11] se obtenga el factor de decaimiento
correspondiente, también se insertaran la escala de actividad y su AS, para que asi automatica-
mente se obtenga la serie Y Fmol/mg a graficar, el resto de los datos el usuario los insertara. Ca-
be hacer mencion que esta forma tiene la libertad de dar los datos que sean en X y Y para graficar
y obtener su ecuacion de ajuste, sin necesidad de insertar nada en la parte de Datos Esenciales,
con lo cual se cumple la libertad de controlar el flujo interactivo al usuario en las Entradas de
Datos; incluso hasta se permite guardar los datos para poder visualizar la grafica mas adelante o
bien se puede guardar la misma grafica como imagen BMP.
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Fig. 5.4. La forma de la Calibraci6on donde ya se han cargado algunos datos y su graficacion.

La insercion de los datos de tipo numérico se valida para no crear inestabilidad en el programa,
por lo cual si se inserta un dato erréneo se muestra un mensaje como el de la Fig. 5.5 cumpliendo
en producir mensajes de errores significativos cuando sean necesarios para que la Interfaz Hom-
bre-Maquina sea lo mas amigable y al final el usuario obtenga los resultados que solicito.

En el resto del programa donde se requiera insertar datos la validacion y los mensajes de errores
para avisar al usuario estan presentes.

Otra de las interfases interesantes que no podia faltar en nuestro sistema, es el manejo de la Cal-
culadora entre Imagenes, la cual permite detallar caracteristicas tinicas entre las imagenes, ade-
mas de que en un momento dado también nos pueda ayudar a dar colores falsos entre imagenes
creando resultados sorprendentes, ya que al final es tan solo un manejo de operaciones entre
pixeles de las imagenes, aunque eso si, mientras mas grandes las imagenes, el resultado de la
operacion final sera un poco tardado ya que se crean dos matrices de bits para cada imagen, para
asi por medio de scanline realizar la operacion; el resultado de la cual se coloca en otra matriz.
La previsualizacion en la forma de la calculadora es rapida, de manera que al aceptar un resulta-
do en la previsualizacion, éste se ejecuta con seguridad de lo que se quiere obtener.
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Fig. 5.5. Mensaje de error en la Calibracién de la Curva, ya que se inserto una letra en el campo de AS don-
de solo se aceptan niimeros enteros.
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En la Fig. 5.6 se observa la calculadora de imagenes y la visualizacién del resultado con imagenes de
2146x1424 pixeles. La Imagen 1 es la original y la 2 es resultado de otra operacion.

El final del diseno de la interfaz como se menciono se estableci6é de manera directa con el usuario
ya que es la persona que al final utilizara el sistema Sagefh. Se hace mencién que el software se
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terminoé casi en su totalidad y se dejo al usuario para que lo utilizara, viera los detalles y posibles
errores de trabajo, para que asi al final de ese periodo de pruebas practicas se hicieran las correc-
ciones pertinentes y quedara un software apto para sus necesidades. Existen otras interfaces en
Sagefh, pero por espacio se expusieron aqui las mas importantes; cabiendo la aclaracion que
siempre fue cumpliendo con las especificaciones del usuario y de la ingenieria del software.

5.3 Implementacion estructurada y técnica de SAGEFH

En esta seccion se presentan a detalle algunos de los principales moédulos que conforman nuestro
Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisioldgicos e Histologicos; se traté con la forma de la
programacion estructurada, misma que se encuentra a través del Diseno Procedimental y del
Lenguaje de Disefio de Programas (LDP), también llamado lenguaje estructurado o pseudocédi-
go en el cual se mezcla lenguaje coman con lenguaje estructurado de programacién; que para
nosotros fue Pascal.

Cabe hacer mencion que aqui no insertaremos cddigo de forma directa ni se haran explicaciones
de todos los modulos, ya que abarcariamos un buen espacio en hacerlo. Lo que si se hace es
explicar al menos las caracteristicas principales de Sageth, asi también mostramos algunas ins-
trucciones importantes que se usaron para dar forma al sistema.

Como se menciono en el Capitulo 3, se seleccion6 el lenguaje de programaciéon Borland Delphi en
su version 5 para realizar el programa SAGEFH debido a varias situaciones. Para empezar Delphi
tiene una caracteristica de crear ventanas o formas, las cuales pueden ser madres bajo la propie-
dad de la ventana FormStyle=fsMDIForm; las madres contienen ventanas hijas que se incluyen
poniéndole a la propiedad FormStyle=fsMDIChild. La ventaja de todo esto, es tener varias ven-
tanas almacenadas en una sola sin necesidad de involucrar en un problema al usuario al abrir
muchas imagenes y no tenerlas organizadas de forma adecuada, ademéas de que cada ventana
con su imagen puede ser seleccionada desde el Menti Ventana de Sagefh. Otra ventaja es la de
crear una sola clase de ventana para una imagen, y si queremos otra imagen solo se implementa-
ra esa clase-ventana creando un nuevo objeto, para colocar la nueva imagen y asi sucesivamente.
Existen otras ventanas o formas que tienen la capacidad de recibir datos para después procesar-
los en las imagenes, esas ventanas no son hijas y tienen la propiedad de poder salir de la ventana
madre. En Sagefh solo existe una ventana madre que es la principal de todo el programa y so6lo
seran hijas las que contengan las imagenes, las demas ventanas son ventanas normales que no
manejan esas propiedades de madre e hija y solo tienen asignado el valor fsNormal o fsStayon-
Top; esta tltima para mantener la ventana encima de todas hasta que obtenga el dato que pide,
pero pudiendo mover otras ventanas. Otra forma de manejar las ventanas que piden datos es al
mostrarlas por decir la forma de Imagen Nueva que fue mostrada asi: Nuevalmag.ShowModal la
ventana se llama Nuevalmag y ShowModal es una propiedad que muestra la ventana y no permi-
te ejecutar otra opcién mas que lo que pide la propia ventana, se podra realizar otra accion hasta
que se ingresen los datos necesarios y aceptandolos o bien cerrar esta ventana. Estas ultimas
propiedades, se manejan dentro de Sageth para tener un control de todas las ventanas que se
manejan en el programa y no crear con ello riesgos de inestabilidad o confusién por parte del
usuario, ademas de que permite tener el control de todas las acciones del programa y tener una
respuesta adecuada a cada una de ellas y no tener resultados inesperados.

Por otra parte como se menciono en el Capitulo 4 existen las ventanas hijas llamadas Formzi las
cuales contienen las imagenes y se realizan ahi las principales funciones del sistema, tal y como
vemos en la Fig. 5.7. Al momento de cargar las imagenes estas se cargan en su formato original
primero, después se pasan a una variable heredada BitMap de la clase TBitMap, la cual esta 1l-
tima es un mapa de bits de la imagen y es como se manejara en todos los procesos del programa;
ya por ultimo para hacerla compatible con los procesos que se realicen con el programa se con-
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vierte a formato de 24 bits mediante BitMap.PixelFormat:=pf24bit permitiendo manejar de ma-
nera mas facil los 3 canales bésicos con colores Rojo, Verde y Azul: RGB; ya que cada canal ten-
dra asignado 8 bits para representar una tonalidad de color o de gris en su caso. Delphi con tan
solo algunas instrucciones puede hacer todo esto, permitiendo usar muy poco cédigo en la apli-
cacion, tan solo por decir con la instruccion: BitMap.Canvas.Pixels[x, y] permite acceder a cual-
quier pixel de la imagen y poder procesarla. Al final para guardar la imagen el Bitmap se pasa al
formato que se quiere guardar la imagen quedando asi grabada en cualquier medio de almace-
namiento, todo esto con la opcidon Guardar o Guardar como de Sagefh.

El siguiente procedimiento es para poder abrir una imagen, dandose el nombre y su ubicacion en
la variable de entrada Nombrelm, con el se comentan algunas cosas de lo que se explicé ante-
riormente:

PROCEDURE AbrirImagen(Nombrelm: String);
VAR
Declaracion de variables para los tipos de imagenes
BEGIN
Inicializacion de variables
Se comprueba si la imagen escogida ya fue abierta
Segun el tipo de imagen se le asigna un nimero
CASE TipoImagen OF
1: BEGIN
TRY
Se ejecutan procesos para cargar una imagen JPG
EXCEPT
Se manda mensaje de error al no poder abrir la imagen
END;
END;
... Demas opciones del CASE para abrir el formato de imagen correcto
ELSE
BEGIN
Se manda mensaje de error de que el archivo grafico seleccionado no es soportado por el pro-
grama.
END;
IF NoAbre=FALSE THEN // Si se pudo abrir la imagen
BEGIN
Formi:=TFormi.Create(Application); // crea una ventana MDI hijo

BitMap.PixelFormat:=pf24bit; // Se maneja este formato para cualquier imagen

// Asigno BitMap a la ImageFormz1 de la Formz1 hija actual
Form1.ImageFormi.Picture.BitMap.Assign(BitMap);

ObtieneMatSel(Form1.ImageEspejo.Picture.BitMap); // Matriz de bits
END;

Se manda un mensaje de error si la imagen seleccionada ya fue abierta anteriormente
END;
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5.3.1 Del manejo de Imagenes

Ahora bien profundizando a detalle, en la forma de manejo de nuestras imagenes en Sagefh se
explica lo siguiente, que al abrir una imagen se crea lo siguiente para poder usarlas:

1. Laimagen se carga en una instancia BitMap de la clase TBitMap.

2. La matriz bidimensional MatSel se pone todo a 178 lo que indica que no hay nada selec-

cionado. Tiene un tamafo igual a la imagen.

Y cuando se ejecuta cualquier proceso, ya sea un filtro o un histograma por decir, entonces se
crea una matriz tridimensional Matrizi donde se cargan los valores R, G, B de la imagen, esto se
hace para usarla con Scanline y el proceso sea rapido.

Se hace mencién de que en los procesos la situacion es la siguiente:
1. Se obtiene Matriz1 para realizar el proceso a través de PasaMatriz(BitMap,0,Matriz1);
// Para el Scanline
MatSel ya esta cargada
Se ejecuta el proceso seleccionado dentro de una condicién MatSel[x,y]<>178
Después se crea una nueva instancia Form1
Se regresa el resultado a la nueva Form1 a través de Mostrar(Matriz1,BitMap);
Se libera Matriz1 a través de PasaMatriz(BitMap,1,Matriz1);
// Para el Scanline esto se hace para no ocupar memoria innecesariamente.

AR

Cabe hacer mencion que MatSel[x,y] se modifica segin lo que ocurra en ImageEspejo, 0 para
pintar la seleccion, 178 para especificar lo que no se procesara en la imagen cuando haya alguna
seleccidn, con 255 lo que si se procesara y que como se dijo tiene un ancho y alto de igual tamafio
que la imagen. Matrizi, tiene también un Ancho y Alto igual a la imagen, con fondo de 3, esto
para R, G, B de cada pixel de la imagen, es decir, en Matrizi[x,y,z], X y y toman valores maximos
de ancho y alto respectivamente y z toma valores 0, 1, 2 en R, G, B respectivamente.

Ahora bien en el programa solo se maneja una sola MatSel y una sola Matriz1 cuando se realiza
un proceso, puede existir una Matriz2 si la operacion requiere dos imagenes, ya que cada imagen
requiere un Matriz de Bits para cada Scanline y hacer mas rapidos los procesos. Para MatSel,
ésta se actualiza cuando se cambia entre las Form1 a través de:

procedure TFormi1.FormActivate(Sender: TObject);
procedure TFormi.FormDeactivate(Sender: TObject);

Esta actualizacién se hace sin importar si hay un zoom entre las imagenes contenidas en las
Form1, MatSel se actualiza al tamafo original de la imagen y si hay ampliacién o reduccion
(zoom) solo en ImageEspejo se redibuja la seleccion al tamafo de la imagen en ese momento, las
variables internamente se dejan al tamano original o real.

Por otra parte, en las imagenes uno puede colocarse en tiempo real sobre ellas y obtener en la
barra de estado la posicidon actual del cursor y su descomposiciéon en R, G y B del pixel donde se
encuentra uno, esto al investigador le es de ayuda, ya que puede ver los cambios de coloracion
entre diferentes contornos de objetos o células que hay en la imagen.

p:=ImageFormi.Picture.Bitmap.Canvas.Pixels[X,Y]; // X,y reales en ImageForm1i
// Se descompone R,G,B

R:=(p and $FF); ;

G:=(p and $FFoo0) shr 8;

B:=(p and $FF0000) shr 16;
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Cabe aqui hacer mencion que los resultados mostrados en la Barra de Estado son obtenidos di-
rectamente de la ImageForm1 contenida precisamente en Formi, haya o no un zoom, esto para
obtener datos exactos segiin donde se encuentre el cursor; ya para los procesos internos se reali-
za por medio de imagenes en tamafio real, esto se logra ya que cada Form1 tiene una instancia
TBitMap llamada BitmapLocal y esta tiene tamafo real sin importar lo que se este haciendo en
ImageForm1i, por lo cual lo mostrado en procesos son reales y no son alterados por los zoom
usados por el usuario y el StretchDraw que maneja Delphi para cambiar de tamano las imagenes
en los TBitMap.

5.3.2 Implementacion de Form1

Hasta ahora se hablado del manejo de las imagenes y algunas partes donde se manejo el Conte-
nedor de Imagen o Form1 como se maneja internamente en Sagefh. Form1 como se ha explicado
es una parte esencial se nuestro programa ya que ahi se manejan partes importantes ademas de
ahi esta la fuente de informacién para todas las ventanas del programa y de ser el visualizador
final de la imagen en la IHM. Fig. 5.7. Como se ha dicho Form1 contiene 3 contenedores de la
clase TImage: ImageForm1, ImageEspejo e ImagePaste. En ImageForm1 sera colocada la imagen
abierta del cuadro de didlogo Abrir Imagen donde el usuario seleccion6 una imagen de su medio
de almacenamiento, sea disco duro, disquette, CD o memoria USB. La segunda ImageEspejo sera
de color transparente y en ella se realizaran la seleccion cuadrada, circular o con lineas; ademas
de que dando clic con el boton derecho del mouse desplegara un menua de opciones de zoom para
la imagen cargada en ImageFormi. La ImagePaste en donde se colocaran porciones de imagenes
previamente cortadas de otra imagen o de la misma.

Se mandan datos & las Formas de Cortenedor de ImageEspejo
Eclicidn por Purtos y por Region para Selecciones
Se mandan datos a los \ ‘Anec,hr de ImagePasts
Histograrmas *‘h»________ﬂ [ -ara pegy algo enla imagen

Contenedor de
Semendendasala Imagen (Form 1) [*———sHerencia de Selecciones

Calibracion de la Curva / v\ ertre ellas
entl para Zoot de la Image Seraclisicas propies de caca

Imagen: Mombre, tamafio, g,

WISUAUZACION DE LA IMAGEM EMN LA INTERFAZ FIMAL
Fig. 5.7 Caracteristicas esenciales de Form1 para interactuar con todo el sistema Sagefh

Una de las caracteristicas importantes de Form1 es que en ImageForm1 se hace el zoom de las
imagenes, procediéndose se la siguiente manera:
1.- El usuario da clic con el boton derecho sobre la imagen y selecciona su zoom.
2.- En el programa:

a. Se obtiene el factor de zoom seleccionado (Ver. Seccién 4.1.4)

b. Se ejecuta el procedimiento Zoom(FactorZoom) en donde se amplia la imagen en Image-

Formz1 y se actualizan todas las variables.

c. Si existe alguna seleccion hecha, también se amplia o disminuye dicha seleccion.
Los procedimientos se encuentran dentro de la Ventana Principal madre, para que estén dispo-
nibles para cualquier imagen, sin necesidad de repetir c6digo en cada Form1. El procedimiento
para Zoom es el siguiente:
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PROCEDURE Zoom(Factor: Single);
VAR
Tt: Byte;
Medida: TRect;
BEGIN
FOR Tt=0 hasta Principal1.MDIChildCount-1 DO // Se busca la ventana que se le hara el zoom
BEGIN
IF nombre de la imagen es igual al de la ventana THEN
BEGIN
WITH ActiveMDIChild AS TForm1 DO // Ventana actual
BEGIN
Se le asigna a la ImageForm1 y a su Bitmap las nuevas medidas con base al  Factor

ImageForm1.Picture.Bitmap.Canvas.StretchDraw(Medida,BitMap); // Se redimensiona la
imagen

Se actualiza la seleccion si es que la hay.
END;
END;

END;
END;

Medida es una instancia de TRect la cual permite guardar 4 medidas de un rectangulo, en nues-
tro caso son las nuevas medidas del tamafio que tendra nuestra nueva imagen. Obsérvese que
dado que se pueden manejar varias ventanas hijas, se busca la ventana que tiene el Nombre de la
imagen que el usuario escogio6 para dar zoom.

5.3.3 De la Calibraci6on de la Curva

Otra parte técnica importante como se ha dicho desde inicio de este proyecto, es la creacion de la
forma de la Calibracion de la Curva, la cual incorpora varias funciones:

a. La incorporaciéon de datos tipo numéricos decimales a través de campos derivados de la
clase TEdit de Delphi, que es una caja de texto de una sola linea. Todos los datos que se
ingresen en estos campos estan validados por si el usuario ingresa datos incorrectos o
que no correspondan al experimento segin el isétopo seleccionado. Cuando hay un error,
el programa marca que tipo de error es y regresa el cursor a donde fue ocasionado dicho
€erTor.

b. La seleccion del tipo de uso de is6topos radioactivos, su actividad especifica y su escala de
actividad y el tipo de grafica a realizar se seleccionan de datos ya definidos por cuadros de
desplegado de opciones, derivados de la clase TComboBox.

c¢. Otros cuadros son los derivados de la clase TMemo, que son plantillas que reciben datos
del tamafio que sean a lo largo y en varios renglones. Se usan en las series a graficar X y
Y, en el error estandar de la media de cada dato dado y en la exactitud de la curva en cada
dato.

d. Por tultimo, esta la parte donde se grafican los datos X y Y, un componente derivado de la
clase TChart el cual permite a través de un eje X y Y realizar graficaciones de datos en di-
ferentes formas y estilos en 3D, en circulo en barras o en lineas o puntos, para nuestro
programa sera en los dos ultimos.
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Todos los datos X pueden ser manejados de forma directa por el usuario o bien pueden ser obte-
nidos a través de la Form1 cuando el usuario quiere obtenerlos directamente de la Imagen, esto
se logra gracias a ImageForm1 a través de sus eventos de clase OnMouseMove, OnMouseDown y
OnMouseUp que son propiedades que permiten la obtencién y envio de informacion a través de
las demas ventanas de Sagefth. Ademas se da la posibilidad al usuario de poder guardar los datos
numéricos y mas adelante volver a cargarlos para no repetir el experimento, asi como también si
lo desea puede guardar la grafica de los datos y su ecuacion aproximada.

5.3.4 De las demas ventanas de Sagefh

En el programa existen otras ventanas que tiene una relacion directa también con la Formi. Para
empezar diremos que existen algunas ventanas como Propiedades de Imagen, Calculadora de
Imagenes, Brillo y Tamaifio de la Imagen que tienen en su interior una previsualizacion total de
la imagen, esto se logra al reducir la imagen original de Form1 en cuestion, a través de la clase
TImage en su propiedad StretchDraw con el procedimiento:

Procedure RedimensionaParaProg(var BmpOrig: TBitMap; MaxAncho,MaxAlto:Integer);

Este procedimiento toma la imagen original a través de BmpOrig y el resultado ya reducido lo
regresa en esa misma variable; MaxAncho y MaxAlto son los valores maximos a tener la imagen
en su ancho y alto. En esas ultimas variables, el procedimiento primero verifica que si reducien-
do al MaxAncho, el alto no rebase al MaxAlto, si se rebasa entonces se reduce primero el MaxAl-
to y después su ancho de la imagen, esto con el fin de tomar solo una medida y sacar la propor-
cion de cuanto se debe reducir en su ancho y en su alto; y este sea proporcional en ambos lados.
No se puede sacar la proporcién independientemente en el ancho y el alto de la imagen porque
sino esta no guardara su proporcién original y se distorsionaria. Para lograr esto se sigue lo ex-
plicado en el Redimensionamiento de una Imagen de la seccién 4.1.4. del Capitulo 4 de esta tesis.
En Previsualizacién antes de Imprimir también se sigue la misma metodologia de reduccién de
la imagen para colocarlo sobre otra imagen en blanco con medidas proporcionales a una hoja
tamafio carta de 27.9cm x 21.5cm, esto con el fin de mostrar al usuario como se vera la hoja an-
tes de imprimir en una hoja de ese tamano.

Del Histograma se maneja también una imagen donde precisamente se pondran la frecuencia de
los valores de RGB en sus diferentes niveles. El usuario podréa ver solo un color, 2 o los 3 al mis-
mo tiempo, ademas se coloco un apartado de Informacién Adicional donde podra ver la cantidad
de R, G o0 B en cada nivel de 0 al 255, con tan solo mover el cursor sobre la imagen del histogra-
ma, previamente seleccionado el canal en cuestion a través de un ComboBox. Se tiene también la
opcién a través de botones de escoger el tipo de Histograma a realizar. Al final se tiene la infor-
macion del promedio de pixeles de la imagen con base a su tonalidad de grises en la region total
de la imagen o en la seleccionada si es que la hay, que se obtiene a través de MatSel que es la
matriz que nos indica que pixeles de la imagen se procesan y también se muestra el Error Estan-
dar del Promedio SEM.

Otra ventana sencilla en el Editor de Texto que es una herramienta necesaria para la edicién de
archivos de texto sencillo y de los archivos de calibracion de Sagefh. Esta ventana maneja un
objeto de la clase TMemo, donde se cargara el texto y que por medio de un TStringList que es
una clase que maneja texto a través de un arreglo de lineas de texto. Ya sea para cargar o guardar
se usa TStringList y TMemo sirve para visualizarlo en la forma del Editor. Este Editor solo cuen-
ta para crear un nuevo archivo, para abrir y para salvar.
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5.3.5 Los Filtros de las imagenes

Llamaremos Filtros aquellos procesos que trabajan de manera directa con los pixeles de las ima-
genes y se realiza cualquier actividad con ellos, para mostrar algiin cambio o caracteristica esen-
cial de la propia imagen. En Sagefh, los filtros son aquellos como el Negativo, Binarizacion, la
asignacion de colores falsos, grises, etc. Ahora bien los filtros atin van mas alla de los pixeles, ya
que se manejan, su descomposicion en el sistema de colores RGB esto para obtener caracteristi-
cas reales y que para ello se usara el scanline para lograr hacer los procesos mas rapidos, ya que
como se dijo las operaciones se hacen directamente en memoria y no en la imagen que esta en
disco.

Veamos el siguiente pseudocddigo empleado para pasar una imagen de colores a una imagen en
tonalidades de grises; es un ejemplo a nivel general de como se realiza cualquier filtro de las iméa-
genes:

PROCEDURE Grises1Click(Sender: TObject);
VAR
X,y,gris:integer;
BEGIN
IF Existe una imagen abierta THEN
BEGIN
Se obtiene Ancho y Alto de la Imagen
Se obtiene la seleccion si es que la hay
Se pasa al scanline, obtencion de Matriz1

FOR X=Inicio Seleccién Ancho hasta Fin de Seleccién Ancho -1 DO
BEGIN
FOR Y=Inicio Seleccién Alto hasta Fin de Seleccién Alto -1 DO
BEGIN
IF Pixel[x,y] se procesa segtin MatSel THEN
BEGIN
Se realizan procesos del filtro
END;
END;
END;

Formi:=TFormi.Create(Application); // crea una ventana MDI hijo
... Se ejecutan procesos para poner la imagen en la nueva ventana

Se continua la seleccion en la nueva ventana, si es que la hay
END
ELSE
Mensaje de error al no haber una imagen abierta
END;

En la parte donde se realizan los procesos de los filtros pueden hacerse cambios de colores, el
negativo, la binarizaciéon o segtin lo que se requiera y esté implementado en nuestro sistema. En
general existen muchisimos filtros que se pueden aplicar, pero aqui se implementaron los que el
usuario solicit6 y los que se pens6 que en un momento dado podrian ser ttiles en el manejo de
las imagenes, segiin los estudios fisiol6gicos e histolégicos que €l realiza.
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Para los procesos de asignacion de colores falsos estos se hacen dividiendo el plano de las 256
tonalidades de grises en 5 y 8 capas para que a cada capa se le asigne un determinado color.
También se hace saturando los grises en un solo canal de color, ya sea rojo, verde o azul, es decir,
RGB y estos se pueden aclarar u oscurecer. Otra forma es tomar los pixeles de alrededor para
ajustar el pixel central que es el que se procesara bajo un Filtro Paso Alto.

Aqui cabe hacer menciéon que debido a que los filtros se dividen en puntuales y matriciales, prac-
ticamente se manejan 2 procedimientos, en donde cada procedimiento a través de un case se
pueden escoger cualquier filtro a través de una variable de entrada que nos dice que tipo de filtro
el usuario seleccioné. El case se coloca en donde se realizan los procesos de filtro, con lo cual
reduce el tiempo significativamente, ya que no se duplica, triplica o mas veces el cddigo restante
dentro de la programacion. En el caso del filtro espejo, si se manejan otros 2 procedimientos en
X yvY, ya que el resultado se va obteniendo y pasando en otra matriz, para después dejarla en la
imagen de la nueva Form1i.

5.3.6 Aplicacion de las selecciones entre las Form1

Para concluir con nuestro Capitulo, hablaremos un poco de la implementacion de la aplicacion
de las selecciones entre las imagenes. Como se ha mencionado existen 4 tipos de selecciones di-
ferentes disponibles para el usuario, la Seleccion Cuadrada, Circular, Libre con lineas y Libre
Total, cada una de ellas programada en las Form1 de forma independiente.

Para ello nos auxiliamos de los eventos OnMouseMove, OnMouseUp y OnMouseDown de Ima-
geEspejo contenida en Form1, que son 3 eventos en tiempo real que observan el comportamiento
del puntero del mouse sobre la imagen en la que se este trabajando.

OnMouseMove: Ve el comportamiento del puntero sobre la imagen, regresando valores como su
posicion y si existe un boton del mouse presionandose.

OnMouseDown: Regresa el estado del mouse cuando se ha presionado un botén y la posicion
donde se hizo.

OnMouseUp: Regresa el estado del mouse cuando se ha soltado el boton presionado y en que
posicion se realizo.

Los 2 ultimos eventos actian bajo los mismos principios pero difieren, el primero ve cuando se
presiona algtin botén del mouse y el segundo cuando se suelta, ambos pueden ser en la misma
posicién o en posicion diferentes.

La seleccion empieza primero cuando el usuario escoge alguna opcion de seleccion, acto seguido
se da un clic sobre la imagen y se activa OnMouseDown y el usuario empieza su seleccion mo-
viendo el puntero del mouse y controlandose con OnMouseMove, para finalizar o continuar con
otro trazo de la misma seleccion con otro clic tomando ahora el evento de OnMouseDown para
ver lo que el usuario realizo. Si la selecciéon termina se toma un rectadngulo imaginario para ence-
rrar la seleccion sea cual sea y asi poder crear MatSel. A medida que el usuario selecciona algo
OnMouseMove se van censando para determinar coordenadas inicial y final de seleccion, s6lo se
tomaran coordenadas (x, y) de la esquina superior izquierda y de la esquina inferior derecha, lo
que las coordenadas serian:

Esquina Superior Izquierda : (InicAncho, InicAlto) = (x,,y)

Esquina Inferior Derecha: (FinAncho, FinAlto) = (X,,y)

Con lo cual MatSel seria una matriz bidimensional con tamafio de Ancho=FinAncho-InicAncho y
de Alto=FinAlto-InicAlto, con lo cual en todos los procesos de las imagenes se manejan estas
coordenadas para procesar los pixeles que el usuario haya seleccionado. Si no existe alguna se-
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lecciton las dimensiones de MatSel son las dimensiones de la propia imagen. La forma de decir
que pixeles se procesan en MatSel fue explicado ya en el Capitulo 4.

Ahora bien para las selecciones Cuadrada y Circular nos auxiliaremos de una variable del tipo
TRect esto para aplicarla a los procesos:

ImageEspejo.Canvas.Rectangle(ARect); // Para pintar un rectangulo
ImageEspejo.Canvas.Ellipse(ARect); // Para pintar un circulo o elipse

ARect es del tipo TRect y que como se dijo guarda 4 valores de coordenadas como si fuera el rec-
tangulo imaginario que se explicé previamente. Esos 2 procesos pintan sobre la ImageEspejo un
cuadrado o un circulo o una elipse segin lo que el usuario haya seleccionado y hecho; y se ejecu-
tan en OnMouseDown.

Para las selecciones Libre con Lineas y Libre Total, en la primera el usuario empieza con un clicy
con cada clic se pinta una linea, al final el usuario tiene que unir el punto inicial de la primera
linea con el dltimo punto de la linea final, para que con ello se cierre la seleccién. Primero el
usuario hara todas las lineas necesarias para su seleccion mientras se van guardando las coorde-
nadas iniciales y finales de cada linea para que al final cuando termine a través de un FOR se
pinten todas las lineas de su seleccion con:
ImageEspejo.Canvas.MoveTo(Puntos[kk].x,Puntos[kk].y);
ImageEspejo.Canvas.LineTo(Puntos[kk+1].x,Puntos[kk+1].y);

Donde Puntos es arreglo del tipo TPoint donde se guardan valores (x,y) para cada punto inicial y
final de cada linea pintada.

Para seleccion libre total solo se hara con dos clics el inicial y el final, ambos terminaran aproxi-
madamente en la misma posicion para cerrar la seleccion. Aqui se hara con multiples lineas
mientras el usuario mueva el cursor sobre la imagen, cada coordenada de cada linea se ira guar-
dando para al final tener todo un arreglo de coordenadas de toda la seleccion, que se iran guar-
dando en Puntos.

Tanto para la seleccion libre con lineas y total, para poder cerrar la seleccion se tiene que dar clic
exactamente en la misma posicion por donde se empezo. Esto a veces por el tamafo de la imagen
o por la resoluciéon del monitor resulta imposible, por lo cual se tiene un rectangulo de confianza
con un area de 100 pixeles, que en realidad es un cuadrado de 10x10 pixeles, esto para que el
usuario tenga oportunidad sin problemas de cerrar su seleccion de manera manual, aunque de
manera automatica a través de un menu se puede hacer. Todo esto lo podemos ver en la Fig. 5.8
donde se observa que la linea inicial con la final no se encuentra unida, pero si el usuario terminé
su seleccion dentro del rectangulo de confianza, el sistema automéaticamente cerrara la seleccion
y uniréa el punto inicial con el punto final, quedando lista la selecciéon para cualquier proceso.
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RECTANGULD DE COMFIANZA

Fig. 5.8 Forma de trabajo de las selecciones Libre con Lineas y Total con las caracteristicas que lo confor-
man.

Dentro del rectangulo de confianza el sistema, a través de un procedimiento buscara que el pun-
to final se encuentre entre los 100 pixeles posibles, si lo estd se termina, sino se deja a que el
usuario siga seleccionando.

Ahora bien después de haber seleccionado las coordenadas que se guardan en Arect o en Puntos
se ajustan al tamafo real de la imagen, esto para que cuando se ejecute un proceso se realicen
sobre datos reales, ademas de esos datos permitiran redibujar la seleccion si el zoom en la ima-
gen cambia. Cada Form1 contiene sus propias coordenadas Arect o Puntos con lo cual se puede
hacer diferentes selecciones en las ventanas de las imagenes, teniendo asi un control mas exacto
de toda imagen abierta en Sagefh. Esto tltimo se logra con las instrucciones:

Puntos[kk].x:=Round(Puntos[kk].x*(Ancho/ImageFormi.Picture.Bitmap.Width));
Puntos[kk].y:=Round(Puntos[kk].y*(Alto/ImageForm1.Picture.Bitmap.Height));

Que finalmente es una regla de tres para ajustar el zoom de la imagen con el ancho o alto real y
asi obtener un factor de amplificacion (si es que lo hay), para después obtener los datos reales de
una imagen original sin zoom. Ademéas también por ser Form1 una ventana, si se tiene algin
movimiento en alguna barra de desplazamiento, también esos valores son tomados en cuenta
para saber los pixeles reales donde se esta seleccionando.

Al final, para realizar una seleccién se tomaron varias caracteristicas, como posiciones, movi-
mientos de ventana, zoom en las imagenes, control de la seleccion para no salirse de la imagen y
el respaldo de los datos para cada Form1, que como se dijo permite tener una seleccion de forma
independiente entre las diferentes imagenes que pueden estar abiertas en el sistema, dejando un
control al usuario para hacer cualquier proceso, ademas de que si se selecciona, al ejecutar un
proceso, la nueva ventana heredera la seleccion previa para que asi el usuario pueda seguir eje-
cutando mas procesos sobre la misma seleccidon en diferentes Formi. Esto tultimo se logra con el
procedimiento:
PROCEDURE ZoomSeleccion(var ImageZ:TImage; FactZ: single);
VAR

GRect: TRect;

kk,cont2:Integer;

PP: PuntosSel;
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BEGIN
Se obtiene los datos de TRect en GRect
IF BandRect=1 THEN
Se ejecuta proceso para pintar un cuadrado
IF BandCirc=1 THEN
Se ejecuta proceso para pintar un circulo o elipse
IF BandLibre=1 o BandLibreTotal=1 THEN
BEGIN
Se obtiene Puntos en PP
Se ajustan al factor de zoom actual de FactZ

FOR Kk=0 hasta cont2-2 DO // Pinto la seleccién en ImageZ

BEGIN
ImageZ.Canvas.MoveTo(PP[kk].x,PP[kk].y);
ImageZ.Canvas.LineTo(PP[kk+1].x,PP[kk+1].y);

END;

Se une el punto inicial con el final

END;
END;

Donde ImageZ es la parte en que se pintara la seleccion y FactZ es el factor de ampliacion exis-
tente. Este procedimiento lo que hace es obtener de la Form1 la variable del tipo TRect o Puntos,
para después dependiendo de la seleccion pintar sobre la ImageZ la seleccion con el zoom especi-
ficado en FactZ, o en tamafio real si FactZ=1; en si el procedimiento es sencillo. Para la obtenciéon
de los valores de Trect y Puntos, se crearon procedimientos en Form1i los cuales permiten ese
paso de valores, los procedimientos son Dasel1 y Dasel2.

Existen otras caracteristicas particulares de Sagefh que permiten cumplir todos los requisitos
solicitados por el usuario, pero explicarlos en general llevaria mas tiempo, considerando que
aqui se destacan los mas importantes, los cuales permiten que el programa trabaje de la mejor
manera. En el siguiente Capitulo veremos las pruebas y resultados de la implementacion técnica
aqui explicada.
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Capitulo 6
PRUEBAS, RESULTADOS Y COMPARATIVAS DEL SISTEMA
SAGEFH

Llegamos a la parte final de nuestro proyecto de tesis, aqui mostraremos los resultados con
nuestro sistema ya trabajando; las pruebas realizadas y lo obtenido de ellas, asi como algunas
comparaciones entre los resultados del programa con los de otro software.

Nuestro programa fue desarrollado para simplificar y mejorar procedimientos que ya se realiza-
ban en el Instituto de Fisiologia, con lo cual el software se someti6 a pruebas con los diferentes
usuarios que lo utilizarian, y ellos mismos ademas hicieron pruebas y comparaciones con resul-
tados obtenidos usando otro sistema y los de Sagefh.

Debido a que las pruebas del software son un elemento critico para la garantia de su calidad,
representa una revision final de las especificaciones del disefio y de la codificacion [3]; y en esos
3 ambitos se debe tener seguridad que no falla nuestro programa, ademas de cumplirse los re-
quisitos que el usuario haya solicitado.

Algunos defectos encontrados fueron corregidos y el resultado es un software que trabaja ahora
de la mejor manera posible con ellos. Aun asi Sageth tiene mucho por delante, pero el tiempo
permitira que otros programadores hagan nuevas ampliaciones.

Sea pues y adelante entremos en este capitulo para conocer los resultados de trabajar con Sageth.

6.1 Funcionamiento interno y externo de Sageth

Las pruebas son algo fundamental para comprobar que efectivamente el software este trabajan-
do de la mejor manera, tanto en su codificacién como en su interfaz que el usuario manejara sin
caer en ambigiiedades logicas de programacion y sin dejar al usuario con las preguntas ¢Qué
paso? éQué hice mal? al operarlo.

Para empezar en nuestro programa nos basaremos en las facilidades de prueba del software para
ir asegurando que es un software que cumple principios basicos de calidad, esas facilidades son:

Operatividad: Eso nos dira que los errores no dejan sin servicio a nuestro software, y que para
ello nosotros en Sagefh validamos todos los errores posibles como el de la Fig. 5.5 o al menos
todos aquellos que surgieron y los que el usuario nos comenté en sus pruebas. Por solo mencio-
nar un error que el usuario dijo, fue que los datos de Edicion por Punto y Region no se guarda-
ban de forma correcta en formato para Excel, pero se tenia la opciéon de guardar en Texto. Este
error no dejo fuera de servicio al programa, pero se corrigi6 a tiempo.
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Observabilidad: Esto nos dice que todo los datos que ingresamos podamos verlos durante la eje-
cucion del programa hasta su resultado y si hay error en ellos poder corregirlos, y eso también se
cumple ya que Delphi permite a través de su mena Run varias opciones para revisar en tiempo
de ejecucion el estado de las variables y de los datos, y si hay un error detenernos para hacer las
correcciones debidas.

Controlabilidad: Similar a la Observabilidad, donde podamos tener control de todo lo que pasa
internamente en nuestro software, con lo cual Delphi permite detenernos en cualquier momento
de la ejecucion de nuestro codigo.

Capacidad de descomposicion: Esto nos permite tener control de todo nuestro c6digo para hacer
pruebas por separado y con lo cual Sagefh lo cumple ya que es un programa que fue hecho en un
lenguaje orientado a objetos, ademas de que todos los procesos son hechos en procedimientos y
funciones permitiendo tener mas capacidad para ver cada modulo de la interfaz.

Simplicidad: Este nos pide tener la facilidad de corregir errores en nuestro programa, con lo cual
teniendo el punto anterior donde todo se programé con procedimientos, funciones y clases se
consigue en Sagefh, ademés de que la estructura de programacion es igual en todo el codigo.
Aqui se aplicaria una pequena restriccion en el modulo que permite abrir las imagenes en For-
mato Tiff ya que varia poco en la estructura de codificaciéon. La simplicidad también se aplica en
la facilidad de tener un software que el usuario trabaje de la manera mas sencilla y entendible
para él, lo cual Sageth tiene una interfaz poco complicada.

Estabilidad: Nos dice que el software trabajara de forma igual después de las pruebas, claro co-
rrigiendo los errores encontrados. Sagefth siendo procedimental y con modulos de clases, permite
cumplir este objetivo, ya que si hay un fallo por decir en un dato erroneo, solo a través del proce-
dimiento correspondiente corregir ese error sin tocar el resto del cd6digo, dando resultados opti-
mos. Se aplica restriccion si los datos modificados no son parte esencial de toda la estructura
interna y externa de Sagefth, como el cambio de trabajo de las imagenes de RGB a CMYK ya que
ahi si habria cambios generales en todo el software.

Facilidad de compresion: Esta parte se refiere a que todo lo de Sagefh tanto para el programador
como para el usuario sea entendible. A través de los capitulos se ha explicado la metodologia de
trabajo, algoritmos y codificacion, ademas de que en el Anexo D del Manual de Programa se ex-
plica el funcionamiento del programa con lenguaje comdn para que el usuario se dedique mas a
sus pruebas y resultados de sus estudios, que en entender la conformacién del programa.

El fin de programar Sagefh en Delphi nos permiti6é tener un control sobre el coédigo del progra-
ma, ya que los errores que iban apareciendo durante la codificaciéon se fueron corrigiendo linea
por linea y variable por variable y los m6dulos ya realizados se entregaban al usuario para su
evaluacion y si era necesario hacer cambios para un nuevo rediseno de la interfaz que el utiliza-
ria, ademas de la correccion de errores que el encontraba. Delphi por ser procedimental, permi-
ti6 tener unidades y pequenas secciones de codigo, donde cada una de ellas tiene una funcién
especifica; si alguna de ellas falla puede ser corregida sin alterar el resto, viene al caso mencio-
nar la Calibracion de la Curva que tuvo varias correcciones hasta llegar al resultado que se entre-

g0.
6.2 Requisitos Finales de Funcionamiento de Sagefh

Como se ha comentado previamente Sagefh fue desarrollado en Delphi 5 en Microsoft Windows
XP, y las caracteristicas para su adecuado funcionamiento ha sido probado en varios equipos de
computo con plataformas Windows. Aqui mencionaremos los requisitos basicos con que fue pro-
bado Sagefh; que sin embargo pueden ser un poco menos, siempre y cuando el equipo tenga un
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rendimiento 6ptimo en el sistema operativo instalado de Microsoft Windows en sus diferentes
versiones. Sagefh funciona con las siguientes caracteristicas minimas:

1.- Computadora con procesador Intel Celeron a 600 Mhz

2.- Memoria minima de 92 Mb RAM

3.- Disco duro de 4 Gb

4.- Sistema Operativo Microsoft Windows 98

Es logico pensar que mientras mas grandes sean las imagenes a utilizar mayor sera necesaria la
capacidad de la computadora, aunque con las antes mencionadas es suficiente para manejar
imagenes de 800x600 pixeles o mas aunque el procesamiento sera mas lento.

Sobre el punto 4 se comenta que se hicieron pruebas con los sistemas operativos Windows 98,
2000 y XP que son los mas comunes. Para otros sistemas operativos como Linux, MAC OS o
Solaris, Sagefh no tiene compatibilidad, se tendria que pasar el coédigo para que se pudiera so-
portar en esos sistemas operativos. Pero al menos en el Instituto de Fisiologia se tiene sistemas
Windows con lo cual asegura su funcionamiento correcto para los usuarios.

Del punto 3, Sagefh solo ocupa en su instalacion 1.6 Mb en su ejecutable y 2.15 Mb en librerias
adicionales de Delphi necesarias para el software. Por lo tanto se requieren solo para Sagefh 3.75
Mb, el resto de espacio necesario es para crear imagenes que el usuario requiera o bien en un
momento dado para procesarlas.

6.3 Prueba de la Caja Negra

Existe en la Ingenieria del Software muchas formas de hacer pruebas con los programas que se
realizan, tal como la Prueba de la Caja Blanca y la Prueba de la Caja Negra. El primero se basa en
analizar que todo el codigo al menos alguna vez se ejecuta, es la parte lo6gica de la programacion
y la segunda se encarga de analizar o buscar errores en las funciones, interfaz, estructuras de
datos, rendimiento del programa y en la inicializacion y terminacién del mismo. Ademas la
prueba de la caja negra se encarga de ver que todos los requisitos buscados en el sistema se cum-
plan sin ningtn problema para el usuario final.

Para empezar se hicieron pruebas a las interfaces graficas de usuario (IGU) ya que son la parte
visual que el usuario tendra enfrente al manejar el sistema Sagefh. Diremos que con un icono y
un doble clic por parte del usuario, Sageth se inicializara y cargara un mensaje splash de bienve-
nida y después se cargara toda la interfaz (ventana principal) tal como se muestra en la Fig. 6.1.
todo en idioma espaiiol, lo que permite cumplir un objetivo de esta tesis de dar una herramienta
en espanol y sin costo de licencia alguna para el Instituto de Fisiologia. Dicha interfaz podra ser
manejada con el puntero del mouse o bien con el teclado o con metacomandos como CTRL+A
para abrir una imagen que se realizan también desde el teclado, permitiendo al usuario tener un
control total de Sagefh. Dentro de la ventana principal se cargan todas las imagenes que el usua-
rio seleccione, pudiendo tener varias de ellas y teniendo control de ellas con el Ment Ventana
donde se cargan todos los nombres de las imagenes abiertas, permitiendo al usuario cambiar de
una a otra de ellas, con tan solo un clic del raton. Obsérvese la Fig. 6.2 donde se tiene a Sageth
con varias imagenes abiertas de diferentes tamanos y diferentes formatos graficos.
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Fig. 6.1. Interfaz inicial y completa del Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisiologicos e
Histologicos, donde se observa el aspecto de Simplicidad en su interfaz.
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Archivo  Edicion  Imagen Efectos Ventana Ayuda
pase|ioc ool Sle 4+ o0 A

o l ;I

& StandarD1.tif

¥
4| | »
%1153 [ 71497 | 1764x630 |[R:138 [ G:138 | B:138 | WUM | |D:tel okrolTesis) 4
Fig. 6.2 Sistema Sagefh con la ventana principal albergando varias ventanas hijas que contienen igual
nimero de imigenes abiertas.

En la Fig. 6.2 se tienen abiertas 4 iméagenes, 2 tif y 2 jpg, ademas de que unas tienen aplicado un
cierto zoom para poder visualizadas en el programa. Con ello se cumple el requisito de poder
abrir varias imagenes de diferentes formatos (ya que se pueden abrir otros formatos), y de ser
visualizadas al mismo tiempo. Cada imagen trabaja de manera independiente del resto de las
demas.
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Ahora bien dentro de la ventana principal se cargan todas las ventanas de trabajo del sistema
Sagefh: Imagenes, Calculadora, Edicion de puntos y region, Calibracion de la Curva, Histogra-
mas, Pseudocolor, Texto a la imagen entre otras. La diferencia en el manejo entre ellas es que las
imégenes siempre estan dentro de la ventana principal, y las deméas pueden salirse o bien estaran
hasta que el usuario acepte o cancele alguna accién, segin corresponda a la ventana.

Una de las caracteristicas incorporadas en Sagefh y que resulta de utilidad al investigador es la
herencia de la seleccion entre imagenes segin aplique diferentes filtros a las mismas.

B3 sistema Sagefh v 1.0 3 =10l x|

Archivo  Edicion  Imagen Efectos  Yentana  Awvuda

eI 00 0lalfr  Pl+4+ a0 A |

Somemronee —ipl x]

|E:\Imagenesi0AHEART-DAT, PG -
%457 | v: 468 | ed0xds0 || Ri194 | G194 [ Eo1od4 [ mom | 1444 b

Fig. 6.3 La herencia de la seleccién después de aplicar un proceso de RGB a la imagen
O0AHEART-DAT.JPG que es la secci6n de un corazon.

Obsérvese la imagen de la Fig. 6.3 donde en la imagen OAHEART-DAT.JPG se seleccion6 una
célula y se le aplico a esa porcion una asignacion de color, en este caso se aplico una asignacion
total de verde a través de la opcion Pseudocolor Monocromatico R-G-B y el resultado es mostra-
do automaticamente en otra ventana, la cual lleva aplicada también la misma seleccion que la
imagen origen, permitiendo al usuario aplicar mas filtros a la misma porcién de la imagen, te-
niendo con ello una exactitud de lo que se va aplicando; evitando con ello volver a seleccionar esa
porcion para evitar dar valores inexactos al resultado final, ya que después de esas operaciones
se puede aplicar una Calibracion de la Curva de donde se obtienen tonalidades de grises o en su
caso un Histograma para ver la distribucion y frecuencia de las mismas tonalidades.

La seleccion tiene una gran importancia en nuestro proyecto ya que de las selecciones, se utiliza-
ran varias en diferentes procesos con la imagen. Para empezar se dio al usuario 4 tipos de selec-
ciones posibles, tal como se ha mencionado en los capitulos anteriores, la Cuadrada, la Circular,
la Libre con Lineas y la Libre Total cumpliendo un objetivo particular de este proyecto. Aparte de
ser heredables las selecciones, también estan disponibles si se hace un zoom a la imagen, es de-
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cir, si previamente a un zoom se hace una seleccion, después de aplicado el zoom lo seleccionado
seguird abarcando la porcion elegida por el usuario, sin importar si hace un efecto o no. La selec-
cion solo desaparece si se da un clic sobre la imagen después de haber seleccionado; lo que per-
mite tener al usuario un mayor control con todo lo que seleccione.

Ahora veamos la parte de la Calibracion de la Curva, con la cual nuestro proyecto de tesis redujo
el tiempo de manipulacion y obtenciéon de datos al investigador, ademas de que ofrece otros da-
tos para ver que la calibracion de la curva con base a ellos, que se pueden obtener directamente
de la imagen (como valores de intensidad o grises en pixeles o regiones) y de datos de las tablas
de radioactividad de los is6topos utilizados en el experimento para poder ver estructuras de pro-
teinas o algtin elemento de una célula. Del lado derecho veremos el pintado de los datos asi como
la ecuacién que se aproxime méas a su comportamiento, teniendo varias ecuaciones para ello.
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Fig. 6.4 Ventana en ejecucion de la Calibraciéon de la Curva, con datos ya insertados y la grafica ajustada
con la ecuacion Logaritmica.

Aqui en esta parte de la Calibracion se realizaron varias pruebas de deferentes tipos. En primera
instancia los valores insertados en Datos Esenciales son y deberan ser enteros, si el usuario in-
serta un dato con letra habra un error. Lo mismo pasara con los Datos X y Datos Y, los cuales al
momento de realizarse alguna ecuacién, se marcara un error, si es que hay un dato digitado o
importado de forma erréonea, impidiendo continuar con la operacién de graficacion hasta que se
corrija dicho error. Todo dato en esta forma puede se obtenido de forma automaética segin el
isotopo seleccionado y la imagen proporcionada para los grises o bien pueden ser insertados los
datos de forma directa, lo cual dara mucho control al usuario sobre esta forma o también carga-
dos de un experimento y previamente guardados. Aqui el Factor de Decaimiento se obtiene de
manera automatica ya que se insertaron tablas de radioactividad de los is6topos de Amersham
Life Science (Ver Anexo C) cumpliendo con un objetivo particular més de esta tesis.

Una forma de ver que Sageth trabaja adecuadamente, son las pruebas que hace el investigador al
programa y compara sus resultados con los que obtenia con otros procedimientos manuales, o
con otro software. El resultado final entre los resultados de Sageth y los obtenidos manualmente
son muy similares entre si y por lo tanto son aceptables para el usuario. La comparativa hecha
entre el software empleado para el caso por ImageJ version 1.29x de Wayne Rasband del Natio-
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nal Institutes of Health de los Estados Unidos, son de igualmente similares, aunque se usa otro
el MCDI Imaging Research St. Catherines, Ontario, Canada, que de este solo se tiene una licencia
y con un costo por mas de 25,000 pesos en cada equipo, a lo que Sagefh puede ser usado en va-
rios equipos de computo y realizar al menos hacer los procesos méas basicos que los que hace
MCDI. Y por otra parte ImageJ es un software realizado en Java, es Freeware, y en ingles.

i

File Edit Image Processz Analyze Plugins: Window  Help

B oo ~R A+ A A [aleA] | ] | ]|

Fig. 6.5 Interfaz del software ImageJ version 1.29x de Wayne Rasband.

Para poder realizar la calibracion se tenian que primero hacer los calculos de la Serie Y con base
al iso6topo utilizado, la actividad radioactiva y los factores de Factor de Decaimiento, todos esos
datos tenian que ser obtenidos de forma manual para después ser insertados en una caja de edi-
cion de texto, de igual forma los valores de la Serie X, tenian que ser obtenidos previamente de
forma manual o una operacion por cada tonalidad (Ver Fig. 4.9 donde esta la imagen de calibra-
cion de alta y baja) de gris. De esta forma después de ser insertados los datos se seleccionaba la
operacion y el resultado era visualizado en una ventana en blanco y negro.

En la Fig. 6.6 observamos los mismos resultados de Sagefh pero con ImageJ. En ImageJ previa-
mente se insertaron los datos en un cuadro de texto para cada serie, donde la serie X, se obtuvo
de la Fig. 4.9 y la Serie Y por medio de varias operaciones por el is6topo 3H utilizado, después de
esto solo se selecciono la ecuacion para aproximar a los datos experimentales y el resultado es el
que vemos en 6.6, donde obtenemos en a, b, ¢ y d los coeficientes de la ecuaciéon de 3er. grado,
que son casi idénticos entre Sagefh e Imagen, lo cual nos muestra una exactitud encontrada en
las funciones que realiza nuestro software, ademas en Sagefh, con un clic del botén derecho del
mouse sobre la graficacion el usuario puede mover los alcances de la graficacion y hacia donde
tienden los extremos de la ecuacion ajustada. Vemos en Sageth datos que nos ayuden a decir cual
es la ecuacion mas ajustada, como la parte de Exac. Cal. Curva que es la Exactitud de la Calibra-
cion de la Curva y son datos obtenidos de la Y experimental — la Y ajustada y la x correspondien-
te es la misma, ya que ambas se graficaron sobre el plano tinico de 0 a 255 tonalidades de grises
posibles. También nos ayuda el factor R2 ajustada, que también nos ayuda a decir la exactitud de
la ecuacion ajustada.

Sagefh también ofrece, la oportunidad de tener al mismo tiempo el comportamiento las ecuacio-
nes tanto de los datos experimentales, como la ecuacion de los datos ya ajustados por el método
de minimos cuadrados, permitiendo al investigador tener una idea mas exacta de como estaran
los valores. Los datos experimentales estan graficados en color rojo y los datos ajustados estan
en color verde.

También se tiene la oportunidad de guardar los datos, por si se requiere verificar el experimento
mas tarde, ya sin necesidad nuevamente de obtener los valores de grises directamente de la ima-
gen. Si en un momento dado el investigador requiere modificar el archivo guardado lo buscara
con extension .cal y el nombre que le haya puesto, siempre y cuando respetando el acomodo de
los datos, ya que si modifica el orden de los datos guardados, Sagefh marcara un error al cargar-
los. El usuario podra editar el archivo con TSageth que es el Editor de Texto propio del sistema o
bien lo podra hacer con el Bloc de Notas de Windows u otro de su preferencia, siempre y cuando
no modifique o agregue efectos al texto.
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Fig. 6.6 Mismos datos de la Fig. 6.4 pero ahora realizados con ImageJ.

En la calibracion también se ofrece al usuario el escoger las tonalidades de grises de la imagen de
dos modos, sea por punto (un pixel) o por regién (conjunto de pixeles), donde los grises pueden
representar un compuesto quimico, is6topo radioactivo o alguna otra caracteristica que el inves-
tigador estudia en la fotografia o imagen. El poder escoger las tonalidades de esas 2 formas dan
al usuario una mayor exactitud en sus célculos. Al final el usuario con toda libertad puede guar-
dar en un mapa de bits, el grafico de los datos asi como el de la curva aproximada, para futuras
referencias.

La Calibracion de la Curva es una herramienta de importancia que requirié la mayor exactitud
posible en sus procedimientos matematicos para el calculo de la calibracion, se empled el Méto-
do de Minimos Cuadrados y para lo cual las operaciones matriciales una a una se fueron proban-
do con Maple V, tan solo por decir, la obtencion de una matriz inversa, se probo6 en sus diferentes
operaciones, con lo cual se fue asegurando que todos los resultados finales mostrados en Sagefh
fueran los mas exactos posibles.

La Calibracion de la Curva viene a ser la herramienta importante al analizar algunas proteinas y
células dopaminérgicas con sus receptores a través de la autoradiografia de los cortes histologi-
cos realizados a los cerebros de las ratas para analizar sus conductas y reacciones ante diferentes
estimulos, para ver curas de enfermedades como la esquizofrenia u otras del tipo neuronal o ner-
vioso en los seres humanos.

Otra herramienta de interés y que sirve también para la Calibracion de la Curva, aunque puede
ser usado con otro fin son las Formas de Edicion por Punto y la de Edicién por Region, que como
sus nombres lo dicen obtiene valores de los pixeles de la imagen en cuestiéon ya sea por un punto
o pixel, por region o conjunto de pixeles.

En ambas formas, lo que se hace es obtener valores del o los pixeles seleccionados por el usuario.
En Edicién por punto, PSagefh, el usuario dara un clic en diferentes partes de la imagen segin
donde requiera obtener los valores automaticamente; por cada clic se despliega la posicion actual
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(%, y) del pixel y su valor en gris o si la imagen esta en color se hace la operacion (R+G+B)/3, asi
como el nombre de la imagen ya que el usuario puede tomar pixeles de diferentes imagenes, los
valores se despliegan en una forma tipo Microsoft Excel. Después de obtener varios valores, se
puede desplegar otros valores en el Menu Edicion y seleccionado Datos Adicionales lo cual hara
que despliegue el Promedio, Desviacion Estandar, Valor Minimo y Valor Maximo de los valores
previamente obtenidos; se pueden seleccionar tantos valores como se deseen asi como los datos
adicionales, los cuales sirven al usuario para ver los cambios entre los niveles de intensidad que
existen en la imagen, para los elementos usados en la fijacion del tejido.

=T
archivo  Edicion
A | B & 1 B 1 E 1 B | G -

1  |Muestra Cuadro Experim Regidn Promedio | SEM Frnalfmg  Momb. de la Imégen_l

2 2021739 04547 2021738 imagenes 006 tif

3 147 0147 0277 147.0147 imagenes 006 tif

4 I 93.4?55! 01672 93.4755 StandarD2 tif

5 117 1166 1.4924 1171166 a2 jpy

6

7

R -
| v Hoja 1/ Ll | LI'J
| Cok4 | Rena | | mMuM  |ahora empiece a seleccionar en cualquier parte de |a imagen para obtener o

Fig. 6.7 Imagen de la Forma de la Edicién por Region de Sagefh conteniendo ya algunas valores de
tres imégenes distintas.

La otra forma de edicién que es la Edicion por Region RSageth, el usuario por medio de una se-
leccion libre puede seleccionar cualquier parte de una imagen y al cerrar la seleccion se desplega-
ra en RSageth el valor promedio de los valores de grises de los pixeles de dicha region asi como el
SEM de esos datos. En la tltima columna se desplegara el nombre de la imagen de donde se ob-
tuvieron los valores. Las columnas Muestra, Cuadro Experimental y Region son llenadas por el
usuario dependiendo de lo que estudia en la imagen, tal como se ve en la Fig. 6.7. Aqui en esta
forma no existen Datos Adicionales.

Al final el usuario en ambas formas PSagefh y RSageth puede guardar los datos en modo texto o
bien guardarlas en formato de Microsoft Excel version 4, es decir, la version de 1997, lo cual
permite que dicho archivo sea abierto en todos las versiones de Excel posteriores a la 4 de 1997.
En cuanto a modo texto no existe mayor problema ya que puede ser abierto por cualquier utili-
dad que maneje o edite texto, incluso por la propia utilidad de TSagefh que es el Editor de Texto
contenido en el programa principal, teniendo una mayor movilidad en el manejo de los datos.
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Fig. 6.8 Editor de Texto, TSageth, conteniendo los datos de la Fig. 6.7 guardados previamente en modo
texto.

Tal y como vemos en la figura anterior el TSagefh tiene los valores de RSageth. Este editor realiza
solo las operaciones basicas: Nuevo, Guardar y Guardar como, ya que no se requieren otras.
Aunque dando clic con el botén derecho sobre la edicion se tiene las operaciones de Copiar, Pe-
gar y Eliminar, ademés de que se puede seleccionar de la manera tradicional con el mouse o el
teclado. Este editor sirve para manejar los archivos de texto sin formato y los archivos de Cali-
bracion de la Curva.

Otra parte de nuestro proyecto fue el desarrollo de los Histogramas, que como se mencion6 exis-
ten tres tipos; Normal, Absoluto y Logaritmico, los tres representan las frecuencias de repeticion
de los diferentes niveles de grises que existen dentro de la imagen. En la forma de histograma
segiin vemos en la Fig. 6.9 se tienen diferentes valores que son necesarios para el comportamien-
to de los grises en la imagen, podemos ver los datos de Cantidad de Pixeles en el canal seleccio-
nado, Cantidad de pixeles totales en la imagen, el promedio y la desviacion estandar de ese mis-
mo canal, eso nos permite ver los valores en los diferentes niveles posibles de los colores R, Gy B
o intensidad en el caso de las imagenes de grises. Pero no solo eso se incorpora en nuestro histo-
grama ademas podemos obtener el histograma y sus datos de regiones seleccionadas no solo de
la imagen completa sino de partes de ella, lo cual permite tener una idea mas clara de los niveles
de grises en las autoradiografias usadas en los experimentos. Veremos que también tendremos el
valor del promedio de la region seleccionada y su SEM Error estandar, dicho valor el usuario lo
podra buscar en la Calibracion de la Curva en el eje x, para ver su comportamiento en el eje y, en
los fmol/mg de tejido hiimedo, en los valores graficados originales y en el curva de calibracion.

El usuario podra ver los datos graficados de manera independiente o de manera conjunta solo
seleccionando en las casillas de los colores que estan en el lado izquierdo, ademas de seleccionar
el canal a saber para conocer sus valores en los diferentes niveles de 0 a 255, moviendo tan solo
el cursor sobre el histograma.
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Fig. 6.9 Histograma absoluto de la imagen oAHEART-DAT.JPG que se visualiza en la Fig. 6.3
aunque esta se hizo sin seleccion.

Otro resultado y parte de este proyecto es la Calculadora de Iméagenes, que ya se explico en el
capitulo anterior, con la cual se permiten obtener mejoras de la imagen, aclarar unas zonas u
oscurecerlas para mejorar la de origen y poder estudiarla mejor, el resultado de la calculadora es
visualizado en otra forma y tendra el tamafio menor de las 2 imagenes fuentes. La interfaz de la
calculadora es sencilla, ademas de que se puede aplicar procesos con imagenes que se encuen-
tren en el clipboard o portapapeles del sistema, y la seleccion de las imagenes fuentes se realiza
solo al escogerla de una lista; la previsualizaciéon permite que al Aceptar la operacion, el resulta-
do sea seguro y la que el investigador requiere.

Una herramienta mas en Sagefh es la aplicacion de falsos colores a una imagen de tonalidades en
grises. Se tienen 5 opciones posibles para la asignacion de colores; aunque cabe aclarar que es
imposible obtener los colores reales de una imagen por lo cual solo se pueden obtener colores en
base a los comportamientos de los mismos grises de la imagen origen. Obsérvese la Fig. 6.10
donde se tienen varias ventanas con imagenes ya con colores falsos en base a la imagen “Sin Ti-
tulo 1” la cual se encuentra en grises. Para empezar todas las imagenes aqui mostradas son ta-
maifo mediano de 1404x1217 pixeles con los que el programa trabajo sin ningin problema. “Sin
titulo 3” se le aplico Pseudocolor 1, el cual a través de un nimero obtenido en sumas de 479 has-
ta llegar al nivel de gris del pixel actual, se regresa a un pixel de la nueva imagen por corrimiento
y asi con el resto de los pixeles de la imagen origen. “Sin Titulo 4” se obtiene con Pseudocolor 2,
en el cual, el plano de grises se divide 5, donde de 0 a 51 se aplica un valor de 204 mas al canal
rojo resultante; de 52 a 102 se aplica un valor mas de 153 a los canales rojo y verde obteniendo
un amarillo; de 103 a 153 se aplica mas 102 al verde y 153-azul , lo cual da un verde; de 154 a 203
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se aplica 203-verde y mas 52 al azul, lo que da un azul y por tltimo de 204 a 255 se aplica verde-
204, lo que da un morado, los canales no mencionados en cada aplicaciéon se dejan intactos. El
comportamiento variaria mucho dependiendo de los grises de la imagen. Sin Titulo 8 se le aplica
Pseudocolor 3 el cual aplica un Filtro del tipo Paso Alto.

ER sistema Sagefh v 1.0 D = |I:I|5|

Archivo  Edicion  Imagen Efectos  Yentana Awuda
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Fig. 6.10 Aplicacién de las diferentes opciones de Pseudocolor a la imagen Sin Titulo 1
la cual se encuentra en tonalidades de grises.

Sin Titulo 5 solo se divide el nivel de grises en 8 y a cada nivel se le aplica un color que el usuario
puede seleccionar a través de una forma. Por tltimo Sin Titulo 6 es una saturacion del canal rojo,
verde o azul o de 2 0 3 canales segiin el usuario seleccione y se aplica a la imagen a través de una
operacion logica AND con lo cual los pixeles origen no cambian y solo se colorean. Ademas en
esta dltima el usuario tiene el control de cambiar el brillo de la imagen para hacer una conjuga-
cion de color y brillo y los resultados sean mejores. Todos estos procesos de asignacion de colo-
res falsos a las imagenes monocromaticas vienen a ser parte del conjunto de Filtros que Sagefh
tiene y que a continuaciéon veremos.

Para empezar con ellos, se menciona que se manejan 2 tipos de filtros, de pixel a pixel y por con-
junto de pixeles 8-vecindad, pero cualquier filtro al final sirve para mejorar los objetos que tiene
la imagen de la autoradiografia o resaltar algunas partes de ella. Aqui en esta tesis, solo se colo-
caron filtros que se consideraron muy esenciales y que fueron comtinmente usados, ya que para
otros efectos de imagen o mas complejos el investigador utiliza otro software comercial como
Adobe PhotoShop.
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Fig. 6.11 Filtros usados por Sageth donde se trabaja en las imagenes pixel por pixel,
la imagen origen es imagenes 006.tif

En la Fig. 6.11 podemos ver varias imagenes con varios efectos, donde la imagen origen es ima-
genes006.tif, a la imagen Sin Titulo 1 se le aplicé un negativo, a la 2 una binarizaci6on; donde
aqui se divide el plano en 2, entre los intervalos de menor y mayor gris que se encuentre la ima-
gen, asegurando una buena binarizacion y no abarcando todo el plano de grises, en la 3 y la 4 se
modifico el brillo de la imagen, donde los valores de la imagen origen se saturaron o se redujeron
sus valores para asi aclararla u oscurecerla. A la 77 se le aplico la funcién seno donde la imagen se
aclaro pero en sus partes oscuras; las partes claras solo se aclaran levemente. A la 8 fue la fun-
cion coseno que oscurece la imagen, pero solo en las partes mas oscuras y las claras levemente
las modifica, estas 2 dltimas mejoran significativamente el manejo de las células en la imagen ya
que las funciones ignoran el fondo y solo se enfocan sobre las partes que mas sobresalen de la
imagen.

Estos filtros funcionan también en imagenes en color y sus resultados son méas notorios, ya que
se manejan los 3 canales de forma independiente para obtener los mejores resultados, ademaés de
que si existe alguna seleccion en la imagen origen y se aplica un filtro, el resultado del filtro solo
se aplicara en la region seleccionada y el resultado se visualizara en otra ventana, lo que permite
tener el control de los efectos sobre las imagenes y sus regiones cuales fueran.

Existen otros filtros que son los Paso Bajo y Paso Alto, los cuales permiten delinear o hacer difu-
sos bordes de los objetos visualizados en la imagen, estos se trabajan a través de una mascara de
8 pixeles alrededor del pixel actual o que se este procesando, permitiendo tener una visién mas
exacta del entorno del pixel actual; a los pixeles se les multiplica por una matriz de 3x3 con dife-
rentes valores y la suma de esa multiplicacion dara el pixel resultante, el resultado final se visua-
liza en otra ventana.

Otro filtro es el repujado que como su nombre lo dice resalta los bordes y formas de la imagen,
esto se logra gracias a donde haya variantes fuertes de los valores de los pixeles, para asi lograr
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un relieve. Esta opcion sirve para destacar la forma de algunas células cuando la imagen tiene
muchos contrastes de valores de pixel. Aqui se manejan dos tipos: recorriendo la imagen de for-
ma horizontal de izquierda a derecha para obtener su relieve o bien vertical de arriba hacia aba-
jo. De aqui deriva también el filtro de detecciéon de bordes, que se manejan de igual forma que en
repujado, nada més que la operacion es diferente y el resultado es la visualizaciéon de solo bordes
de los objetos que tengan cambios medianos o fuertes en sus pixeles, el resto de la imagen se
vuelve oscura.

Por otra parte se manejan también el filtro de potencias donde dando un ntimero a, que se eleva
a la potencia dada por x, que es el valor del pixel actual, el nimero dado tendra valores en el in-
tervalo 0 < a < 1; dandose aclaraciéon en la imagen respetando su contraste; si a > 1, oscurece la
imagen también respetando su contraste. Se realizé una forma donde ya se tienen valores pro-
puestos que aclaran (1/2, 1/3 y 1/4) y otros que oscurecen (2,3 vy 4); aunque también se deja la
oportunidad, de que el usuario pueda dar un valor que él elija para que vea el comportamiento
de ese valor a través de la previsualizacion.

Otras herramientas bésicas de Sagefh son la posibilidad de transformar la imagen si tuviera un
espejo enfrente, se realiza de manera horizontal y vertical, lo cual da una perspectiva diferente de
como se encuentra la imagen. También tenemos para ver las propiedades de la imagen, sus me-
didas, formato, fecha de creaciéon y tamafio en disco. Otra mas es la de poder modificar el tama-
no de la imagen, se da al usuario de poder dar sus propias medidas para ampliar o reducir la
imagen y que estas ademas sean proporcionales o no, ademas de que sean definitivas.

También en las imagenes se puede aplicar un zoom el cual es un cambio de tamafio de la imagen
de manera temporal y sin afectar la de origen, solo es para visualizarla en el programa, se tiene
zoom hasta para reducir a un 20% la imagen o para aumentarla hasta un 300%. No se da un ran-
go de mas zoom porque se considera que los objetos a estudiar o no se distinguirian bien a un
zoom menor o se distorsionarian a un zoom mayor, por ello con ese rango que el programa pro-
porciona es suficiente para ver detalles de la imagen.

Sageth también tiene la posibilidad de crear imagenes nuevas, se tiene una forma para ello, don-
de el usuario define su nombre y las medidas de la nueva imagen, en ella se podran pegar objetos
recortados de otra imagenes o imagen que esté en el clipboard del sistema, y al final el usuario
podra guardarla en el formato que el sistema soporta o en un momento dado imprimirla, dando
una imagen de previsualizacién también, para que el usuario perciba como quedara la imagen en
la hoja impresa.

El fin del sistema Sageth es el de presentar un entorno con facilidades de uso ya que el investiga-
dor requiere resultados en sus estudios y no tratar de manejar o depender del estudio de un soft-
ware muy complejo, por ello cada ventana del programa tiene las opciones minimas; pero sin
embargo las mas esenciales, siéndole una herramienta util de ayuda al investigador o estudiantes
del Instituto de Fisiologia de esta Universidad.

Aun asi al realizar todas las pruebas de trabajo de nuestro sistema, por parte de los usuarios, el
investigador y el programador y habiendo corregido los problemas detectados por cada uno de
ellos, Sagefh como cualquier otro software puede tener fallas, ya que cada usuario trabaja con
diferentes imagenes, procesos y estudios, aunque relacionados, sin que se pueden evaluar todas
esas combinaciones multiples que se pudieran dar, pero se tiene la certeza de que al menos las
principales se evaluaron y trabajan bien. Como todo trabajo de desarrollo, Sageth atin tiene mu-
chas pruebas que realizar y resultados que aportar por delante.
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Hemos llegado a la parte final de este proyecto de tesis y hoy podemos ya ver hecho realidad el
Sistema Sagefh en su version 1.0, el cual después de varias investigaciones, pruebas y correccio-
nes ya trabaja en forma en el Instituto de Fisiologia con el Dr. Gonzalo Flores Alvarez y estudian-
tes del mismo instituto, el cual es utilizado en las investigaciones en el comportamiento y en mo-
delos animales en enfermedades mentales en el Laboratorio de Neuropsiquiatria, y el cual a tra-
vés de experimentos hechos con ratas ha demostrado su valiosa utilidad. En los experimentos
intervienen varias personas desde los que crian los animales hasta los que crean el modelo ani-
mal, para posteriormente preparar y cortar los tejidos a estudiar, y asi obtener muestras de teji-
do procesado, para por medio del uso del analisis de imagenes realizar el estudio cuantitativo ya
sea de receptores a alglin neurotransmisor o de alguna proteina transportadora, ya que este
software permite analizar las imagenes contenidas en un microfilms sensible a algin isétopos
radioactivos o bien estudiar alguna imagen a través del uso del microscopio, después de digitali-
zarla, la cual sera después procesada por algiun software como MCID-3 o MCID-4, Leica Qwin,
Adobe PhotoShop y hoy también por Sageth.

Los estudios arrojaran datos del cambios morfologicos en estos modelos animales relacionados
con trastornos psiquiatricos y en consecuencia tendrian implicaciones estos resultados sobre las
correspondientes enfermedades psiquiatrias en los humanos.

C.1 Conclusiones del Proyecto

Para empezar diremos que las primeras conclusiones encontradas fueron, el conocimiento de
como se obtiene las imagenes digitales a nivel celular en el estudio de estos modelos animales,
para llegar a debatir y concluir las semejanzas que hay con las enfermedades y alteraciones de
los comportamientos en el ser humano en condiciones normales o ante ciertos estimulantes.

Sageth es una herramienta la cual cumplen los objetivos expuestos en el Capitulo 3, reducir cos-
tos de uso de software comercial, por uno propio para el estudio de las caracteristicas de las iméa-
genes obtenidas por autoradiografia, ya que solo se cuenta con software comercial en 1 0 2 equi-
pos de computo y cada licencia tiene un costo arriba de 50000 pesos. Sageth implementa una
herramienta sin costo, en idioma espaiiol, con la posibilidad de instalarlo en varios equipos y sin
costo alguno para el Instituto de Fisiologia.

Por consiguiente, en los equipos donde no se tiene algin software comercial, los datos experi-
mentales eran tratados de forma manual y con posibilidades de obtener resultados inexactos.
Mientras que en los equipos donde hay software comercial, no era posible procesar todo el traba-
jo, ya que frecuentemente se saturaba su uso impidiendo procesar la informaciéon de manera
rapida para el investigador. Otro detalle es que el software comercial hace varias funciones cier-
tamente necesarias, pero no de manera conjunta, por ejemplo para la Calibraciéon de la Curva o
el Histograma por Region, habia que hacer varios procedimientos antes, lo que se traducia en un
proceso un poco tedioso. Sagefh reduce todos estos pequefios inconvenientes aunque no se pue-
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de comparar con todo lo que hace un software comercial; nuestra tesis si implica la reduccion de
costos y la simplificaciéon de procesos en los estudios a través de una sola herramienta.

A un nivel mas practico, el desarrollo de la tesis, implico un aprendizaje mas profundo en el ma-
nejo de las imagenes digitales, como la carga de las imagenes TIFF que se manejan en diferentes
formatos, el uso de diferentes filtros a nivel puntual y vecindad, la optimizacién del software pa-
ra que este no fuera tan “pesado” para poder instalarlo en computadoras con requisitos minimos,
la utilizacion de una Ingenieria del Software para crear un programa estandar y que cumpla cier-
tas normas de estabilidad y trabajo, ademés de las diferentes pruebas para lograrlo.

También de la utilizacion de otras utilerias necesarias para hacer completo el proyecto, como el
uso de un software para crear un archivo de ayuda que interactuara con toda la aplicacion para
poder dar soporte al usuario si es que tuviera una duda al momento de usarlo, ademas de la
creacion de un Manual de Usuario para explicar detalle a detalle cada opcion que tiene Sageth.

Con todo ello se concluye que Sageth cumple para empezar todos los objetivos planteados desde
un inicio, ademas de reduccion de costos y tiempos de procesos, aplicacion de diferentes meto-
dologias computacionales y con ello un re-aprendizaje en las partes de la Ingenieria de Software,
aprendizaje a un nivel de lenguaje visual en este caso Borland Delphi para dar una solucién a un
problema presentado en el Instituto de Fisiologia de la BUAP, ademas de utilizar componentes
adicionales externos como los convertidores de los formatos de imagen aplicados para poder
procesarlos dentro de Sageth.

C.2 Limitantes

Lamentablemente como todo software, Sagefh posee algunas deficiencias, aunque claro no afec-
tan gravemente el cumplimiento de los objetivos planteados en esta tesis, si ameritan mencio-
narse para que un futuro estos errores puedan corregirse y asi mejorar la aplicacion.

1. Nuestro proyecto no puede abrir todos los formatos de imagenes TIFF que existen debido
a que el algoritmo usado para visualizar estas imagenes ha cambiado en varias versiones.
Existen mas de 6 versiones de formatos TIFF en los cuales se ha mejorado su compresion
y el uso de paletas de colores, ademas de que en ellas se pueden codificar otras imagenes.
Afortunadamente los decodificadores que usa Sagefh abren la mayoria de las imagenes
TIFF que se manejan en Fisiologia, aunque algunas cuantas nos las abre, por lo cual se
tiene que modificar con PhotoShop para asi después visualizarlas en Sagefh.

2. También no se pueden abrir o guardar adecuadamente otros formatos de imagenes como
la GIF, PNG, algunos formatos de PCX y otras mas.

3. La parte de Previsualizacion de los efectos, no se muestra la parte seleccionada, cuando
hay una seleccion sobre la imagen, sino se ve la previsualizacion en toda la imagen. Aun-
que claro est4, que cuando se acepta el efecto, solo se afectara a la parte seleccionada.

4. En la parte de Ediciéon por Punto y Por Regién aunque se tiene una forma con una hoja
similar a Excel, esta forma no tiene todas las funciones que deberian tenerse para mane-
jar datos estadisticos, hacer graficos con ellos, o cualquier otra funcién de Excel necesaria
para manejar esta informacion. Esto no afecta el trabajo de Sagefh ya que se obtienen al
menos los datos que el investigador solicit6 y estos pueden guardarse en un archivo tipo
texto o Excel, para asi ya ser procesados de forma independiente por la aplicacion de Mi-
crosoft Excel.

5. El programa tiene un rango para aplicar un zoom entre 20% a 300% del tamaio de una
imagen, para asi poder estudiarla mejor, pero aplicar un zoom fuera de ese rango es im-
posible, a menos que se reduzca o aumente el tamafio de la imagen segin corresponda, y
después se aplique el zoom que se requiera.
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6. Por ultimo cuando se pega algo sobre una imagen, la seccion pegada no aplica al zoom
que tiene la imagen destino donde se pega la seccidon. Se requiere hacer todo en zoom al
100%.

7. El sistema se hace lento en imagenes demasiado grandes, ya que estas se mapean en
memoria, por lo cual aplica que a mayor tamano de la imagen mayor memoria sera nece-
saria en el equipo de computo.

Estas son las limitancias que presenta nuestro programa pero que sin embargo no afecta el des-
empeno y los resultados de Sagefh asi como la estabilidad y su funcionamiento.

C.3 Perspectivas

Por tultimo pasemos a las perspectivas o mejoras que a futuro a nuestro proyecto se le puede
agregar para hacerlo mucho mas eficiente y mas exacto en cada una de sus operaciones.

Para empezar diremos que las soluciones de las limitaciones podrian ser un buen comienzo para
que mas adelante Sagefh mejore y se convierta en un software importante en el analisis de ima-
genes a un nivel celular.

Otras mejoras que se podrian agregar seria el realizar mas efectos de analisis morfologico, a nivel
region o area total de la imagen, como el conteo de células, separacion de planos, reconocimien-
to de algunas formas comunes de algunas células de proteinas entre otras caracteristicas.

Otra mejora, es reducir aun mas el tiempo de ejecuciéon de los procesos en imagenes demasiado
grandes, para evitar problemas de inestabilidad en el software. Asi mismo con esto se mejora y
reduce el tiempo de carga de imagenes grandes, aplicando algunas técnicas como la divisién de
una imagen y cargarla en partes para que sea mas rapido y eficiente en vez de cargar toda una
imagen completa, tal como lo hace Adobe PhotoShop.

Y por tultimo, algo mas que podria agregarse a Sagefh es la personalizacion de la aplicacion, co-
mo insertar botones en la barra de herramientas de los procesos mas usados, colores de la inter-
faz, tipo o tamafio de letra, para que el usuario se sienta mas comodo y libre al usar el software.
Ademas de personalizar las unidades de medicion y que se utilicen en todos los procesos necesa-
rios, por decir alguna caracteristica.

En fin al Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisiologicos e Histoldgicos le falta por crecer
y convertirse en una aplicacién mas robusta, mas eficiente que uno u otras personas se encarga-
ran de hacerlo. El primer paso ya esta dado, las mejoras ya empezaron y la reduccion de costos se
veran poco a poco, ahora el tiempo dara el siguiente paso.

También como conclusion final de esta tesis, hago mencioén a todo lo visto a lo largo de los estu-
dios profesionales en la carrera de Ciencias de la Computacion y que hoy se ve complementado
con este trabajo, donde todo lo visto se aplica a este proyecto como la aplicaciéon de la Ingenieria
del Software, la programacion, y el uso de las matematicas en todo ello. Ademéas de desarrollar
un producto o software a un usuario final para estudios que requieren exactitud como la Calibra-
cion de la Curva, aunque previamente se tuvo una experiencia similar en el Servicio Social al
desarrollar una aplicaciéon de Base de Datos. Pero al final todas esas experiencias dejan una en-
senanza y hoy aqui un software, Sagefh, que se aplica a un nivel profesional y méas avanzado.

Con base en lo anterior, Sagefh ciment6 un software mas en la solucién a un problema de la vida
real y que de manera personal y profesional me dejan una gran ensefanza, y que a futuro me
servira para seguir adelante en este mundo fascinante de la programacién y la computacion.
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Anexo A

OPERACIONES MATRICIALES

Para comprender varias partes de nuestro programa de tesis, veremos algunos conceptos matri-
ciales brevemente, tomando en cuenta que el lector tiene algunas nociones matematicas y alge-
bra.

En este pequeno apartado veremos solo algunas operaciones matematicas realizadas con matri-
ces, que son las que se usan en este proyecto de tesis, desde las sencillas hasta unas mas comple-
jas.

Definicion A.1. Una matriz es un arreglo bidimensional de elementos.
De aqui en adelante para denotar una matriz, se hara con mayudsculas y sus elementos con mi-
nuscula, con sus respectivos subindices de ubicacion en el arreglo, como en la siguiente matriz A.

ap) daz) a4z
A=l a2 azx aszs
13 dag 3

Fig. A.1 La Matriz A de 3x3 y sus elementos

Nosotros manejaremos matrices de orden: 1 columna por n renglones (1xn) y matrices cuadradas
es decir de nxn. Nuestro programa de tesis maneja los subindices de la siguiente forma: columna
por renglon (cxr)

Definicion A.2. Sean A y B matrices de nxm. La suma de dichas matrices que daran por resulta-
do a la matriz C, se obtiene sumando cada elemento de la matriz A con el correspondiente ele-
mento de la matriz B ubicados en las estructuras de sus respectivas matrices, esto es aij + bim
donde i =1y j=m, dentro del arreglo y asi cada elemento de la matriz C quedara definido como
Cij = ajj+ bim.

Definicion A.3. Sean A y B matrices de nxm. La resta de matrices cuadradas C se obtiene restan-
do cada elemento a; menos el elemento by, donde i =1y j = m, es decir, c¢;j:= aj;- bim.

Definicion A.4. Sean A y B matrices de nxn, la multiplicacién de estas matrices cuadradas para
dar la matriz C, se obtiene al sumar los productos de cada uno de los k elementos de la fila
i-ésima de la matriz A, por los correspondientes k elementos de la columna j-ésima de la matriz
B, es decir: cj= Z(ai*bij) = ai * byj + ain * boj +...+ ain * buj.

Definicién A.5. Sea A una matriz cuadrada nxn. Definimos al escalar determinante, de la matriz
A como |A|[, donde la forma de obtenerlo, variara dependiendo del orden n de la matriz. En esta
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definiciéon obtendremos los determinantes de orden 1, 2 y 3, mas adelante definiremos para 6r-
denes superiores.
De orden 1, Matriz de 1x1: |A|:=an
De orden 2, Matriz de 2x2: |A| := ay; * 802 - 12+ an
De orden 3, Matriz de 3x3:
|A| = Qu1*Ag2* Agg + Ar2* Aag* Ag1 + Aig* A21* g2~ A1z * Aoz * Ag1~ A1z * A2y * Az~ Anx * A2g * Ag2

Menores y Cofactores

Considere una matriz cuadrada A de orden nxn. Denotaremos por Mj la submatriz cuadrada de
orden (n-1) x (n-1) de A, que se obtiene suprimiendo su i-ésima fila y su j-ésima columna de esta
ultima. El determinante |Mj| recibe el nombre de menor del elemento a; de A, y definimos el
Cofactor de ajj, denotado por A’jj, como el menor “con signo”:

A= (-1)H| M|

De hecho obsérvese que los “signos” (-1)*/ que acompainan a los menores se disponen en forma

de tablero de ajedrez, es decir, de forma alternada, empezando con + en el primer elemento y
con signos + en la diagonal principal.

Fig. A.2 Matriz A con sus signos en forma de tablero de ajedrez
Aqui aclaramos que Mj denota una matriz y A’ denota a un escalar.

Definicion A.6. Sea A una matriz. Definimos la matriz transpuesta de A, como AT la cual resulta
de intercambiar las filas por columnas o las columnas por las filas.

a1 a1 aizj a1 a2 ajs

T
A=| a2 azz ass A= |a axn a;
] 3 (52_1 fi_‘;_], ﬂ'_},] fi}z fi!_],_‘;

Fig. A.3. La Matriz A y su transpuesta AT.

Definicion A.7. Sea A una matriz cuadrada de orden nxn. Definimos al adjunto clasico o adjunto,
como adjA, la cual es la transpuesta de la matriz de Cofactores de A.

Ay Ay Alj
adjA=|A21 A2z A23

Ay Ay Ajs
Fig. A.4. La Matriz Adjunta de A

Muy bien, hasta ahora hemos visto operaciones sencillas con las matrices, a continuacion segui-
remos con la forma de calcular el determinante de matrices de orden mayor a 3, aunque el Teo-
rema que a continuacion se menciona también es valida para ordenes menores.
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Teorema A.1. El determinante de una matriz A es igual a la suma de los productos obtenidos
multiplicando los elementos de cualquier fila 6 columna por sus correspondientes cofactores:

7 7

|A| = ayjA’yj + a2Aj +...+ ajA'yj = ZaA’; donde i=1,2,..,nyj= 1620636 ... 6 n (por colum-
nas)

7

|A]| = auA’i + aiA'iz + ...+ ainA'in= Za;A’; dondej=1,2,..,nei=106206306...6n (por filas)

Estas formulas para |A| se conocen como desarrollos de Laplace del determinante de A por la
i-ésima columna y la j-ésima fila, respectivamente.

Nosotros en nuestro programa de tesis solo manejaremos la formula por columnas.

Veamos el siguiente ejemplo donde desarrollaremos el determinante de una matriz de 4x4.
Sea la matriz cuadrada, la cual le calcularemos su determinante, con base al Teorema A.1.:

1 1 3 -2
2 -4 7 2
A= 3 2 9 -1

1 3 -1 -1
Fig. A.5 Matriz A de ejemplo

El céalculo del determinante lo haremos, como se dijo, con la formula de columnas:

-4 T 2 % 2 4 2 3. & 7
A =1)-2 9 <l+¢D:|3 9 1 [+3|3 2 -1|+(2)3 2 9 |=.=15
< I o I 3 -l 1 3 -l

Fig. A.6. Obtencion del determinante de la matriz A.

Obsérvese que se tomaron los datos de las cuatro columnas de la primera fila de la Matriz A; los
datos son 1, 1, 3y -2 y son los elementos que estan fuera de los determinantes (es decir, fuera de
los correspondientes cofactores) de la Fig. A.6., pero que ya tienen aplicado el signo, + - + -,
quedando ahora 1, -1, 3 y —(-2), este Gltimo se vuelve positivo. La Fig. A.6 se reduce a:

|A| = 1*(-45) + (-1)*(-30) + 3%(24) + 2*(-21)
|A| =-45+30+72-42=15

Teorema A.2. Para toda matriz cuadrada A:

A*(adjA) =(AdjA)*A=|A|]

Donde I es a matriz identidad. De este modo, si |A|<>0, entonces:
A = (1/|AD*(Adj A)

Donde A le llamaremos la Matriz Inversa de A.

Hasta aqui hemos visto las principales operaciones matriciales que se usan en nuestro programa
de tesis: suma, resta y multiplicacion de matrices, el calculo de su determinante para matrices
cuadradas de orden 1x1 hasta nxn, asi también, como calcular las matrices de menores, cofacto-
res e inversa. Con ello finalizamos nuestro anexo A.
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Anexo B

EL METODO DE LOS MINIMOS CUADRADOS [2]

En muchas ocasiones de nuestra vida, nosotros hemos medido y tomado una infinidad de datos,
y que nos sirven después para compararlos con otros, ya sea dato por dato, o graficandolos, esto
se ve principalmente en Estadistica, tal por ejemplo, como medir la estatura de personas en base
a su edad, la frecuencia conque una persona compra cierto articulo, la cantidad de personas que
votan por un partido en ciertas regiones, cantidad de grises en una imagen, etc. Todos estos da-
tos tomados se llaman muestra de la poblacion, ya que son una parte de un todo, y existiran en-
tre ellos una variable independiente y una variable dependiente, por lo regular, X y Y, respecti-
vamente.

Pero es en el momento cuando los graficamos, donde observamos que los puntos de cada dato,
tienden a mostrar una forma o definen tendencias de una linea recta o curva.

Y

o

X

Fig. B.1.A Aqui se muestran una serie de puntos, que son datos x, graficados contra y, asi como sus corres-
pondientes tendencias en linea recta. La Fig. B.1.B muestra una diferencia en la tendencia que se puede
visualizar como una curva.

Es ahi y dependiendo del trabajo que se este haciendo, donde se decide encontrar una ecuaciéon
que se aproxime lo méas posible a esa tendencia de los datos graficados, lo cual se logra con el
Método de los Minimos Cuadrados; es decir buscamos una funciéon que represente el comporta-
miento de todo el conjunto que es la poblaciéon, con base a una muestra previa.

Para ilustrar dicho método, vamos a ajustar una linea recta a través de un conjunto de n puntos
que mediante sus coordenadas (x, y) representan a los datos. Vemos que esto es similar al méto-
do que podriamos utilizar para ajustar una recta a simple vista; es decir, se pretende que las des-
viaciones o segmentos de rectas que van del punto a la recta propuesta sean “pequefias” en cierto
sentido. Una manera conveniente para lograr esto y que nos aporta coeficientes que describen a
dicha recta, sean estimadores con propiedades adecuadas, consiste en minimizar la suma de los
cuadrados de las desviaciones verticales de la recta ajustada como se ve en la Fig. B.2.
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Fig. B.2. Conjunto de puntos ajustados a través de una linea recta. La desviacion vertical de cada punto
esta dada por la diferencia yi - §;.

Por lo tanto si §i= a + bx; es el valor que se predice del i-ésimo valor de y (cuando x = x;), enton-
ces la desviacion del valor observado de y a partir de la recta y (considerado como el error de
ajuste ) es yi- ¥i y la suma de los cuadrados de las desviaciones que deben minimizarse es:

n
SCE:= Z[y1 — (a + bz;)[?

i=1
La cantidad SCE se llama también suma de los cuadrados de los errores por motivos que seran
obvios en seguida.

Si SCE tiene un minimo por el calculo diferencial, éste ocurrira para los valores de a y b, que
satisfacen las ecuaciones, 9SCE/da =0 y dSCE/db =o0. Al obtener las derivadas parciales de SCE
con respecto de a y b, respectivamente, y al igualarlas a 0 obtenemos:
d SCE = ASCE 2
—=-2 yi —(a+ b))l =0 —— = -2 yi — (a + bz;)lz; =0
o D _lyi — (a + b)) 5% 2l — (a+be)ley

1=1

Las ecuaciones 0SCE/0a = 0 y dSCE/db = 0 se denominan ecuaciones de los minimos cuadrados
para estimar los parametros de una recta. Notese que las ecuaciones de los minimos cuadrados
son lineales en a y b y por lo tanto se pueden resolver simultineamente. Haciendo las operacio-
nes algebraicas correspondientes de las ecuaciones anteriores, puede verificarse que las solucio-

nes son las siguientes:
n n 1
nYy ziyi -y > w
=1

i=1 =1

.: n n
nz.ff - (Z;f)

=1 =1

b

Ademas se puede demostrar que la resolucién simultanea de las dos ecuaciones de los minimos
cuadrados produce valores para a y b que minimizan SCE.

Ahora bien, una manera conveniente de manejar las ecuaciones lineales anteriores, es por medio
de matrices. Supongase que tenemos el modelo lineal
Y =Bo+BiXs + ... + Puxx + &
y hacemos n observaciones independientes yi, y, ..., yn de Y. Podemos escribir yi como
yi = Bo + leh + Binz + ...+ kaik+ &i
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en donde x; es el valor de la j-ésima variable independiente para la i-ésima observacion, i =1, 2,
..., . Ahora definamos las matrices siguientes, con x, = 1:

i‘l  FO P PO T By e
Yo Xp Xi2Xo9.. Nko ﬁl E'.'Q
W Xi= B:= o=
¥n X X, X X Bk e
L= L "0 *in*a2n kn | L J . 1

Por lo tanto las n ecuaciones que representan las y; como funcion de las x, las B y las € se pueden
escribir simultdneamente como Y:=Xp+e.

Para n observaciones de un modelo lineal simple de la forma Y:=f,+B.x+¢ tenemos que:

3:_1 1% €,

Sy 1 Xo ﬁ 32
Yi= _ Xi=| » - B 5? e=

v, .

L on | |1 x, | | en |

(Suprimimos el primer subindice de x ya que hay solamente una variable x involucrada; y e=¢).
Se dieron las ecuaciones de los minimos cuadrados para a y b, anteriormente, que son las solu-
ciones de 0SCE/9a:=0y 0SCE/db:=0, que reescritas antes de despejar a y b, tendriamos:

n

TE n T
nu+biz;= Zy, ﬂ.ZI1+bz:nf ZI;'H;
=1

=1 =1 =1 1=1
Ahora bien dado que:
-1 x, | i n _
) i .
1 Xy R 2“
1 T cged =
X'X:= C o &=
=l x, X, X =
172 n . B n n ;
Yo 34
=1 i=1
_1 xn_ i i
y

xXy:.=

vemos que las ecuaciones de los minimos cuadrados estan dadas por (X™X)f’:=X"Y en donde
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De aqui que f’ = (X™X)XTY (Donde [’ contiene las coeficientes de solucion, que son a y b, como
hemos venido manejando)

Aunque se ha demostrado solamente que este resultado es verdadero para un caso simple, se
puede demostrar que las ecuaciones de los minimos cuadrados y sus soluciones se presentan con
la notacion matricial siguiente:

Ecuaciones de los Minimos Cuadrados y soluciones para un modelo lineal general (aunque
haciendo cambios de variables se pueden aplicar a otros modelos, como la cuadratica, ctbica
entre otras):

Ecuaciones: (X™X)f’ =XTY
Soluciones: ’:=(X"X)XTY

Este modelo de solucion de un ajuste de datos por medio del Método de Minimos Cuadrados es
valido también para ecuaciones siguientes y que aplicamos en nuestro tema de tesis:

Funcién Tipo de funcion
v=a+ bx Lineal

¥y =a+ bx + cx? Curva Cuadratica
y=a+bx+cx2+ dx3 Curva Cubica

¥ =a+ bx + cx2+ dx3 + ex4 Curva Cuarta

¥ =a+ exp(x) Exponencial

¥ = a+ In(x) Logaritmica

Para las operaciones matriciales visto en este Anexo B, ver el Anexo A.
Confiabilidad de Ajuste del Método de Minimos Cuadrados

Ahora bien, veremos como comprobar que efectivamente la funcién obtenida de ajuste por me-
dio del Método de Minimos Cuadrados para los valores experimentales representa efectivamente
la tendencia de los valores experimentales, es decir, que realmente la funciéon encontrada sea la
que ajustada més real ala tendencia de los valores experimentales y a la poblacion.

Una de las formas de comprobacion es por medio de la diferencia entre el valor experimental y el
valor ajustado; mientras mas se acerque a o la diferencia, mas exacto es el ajuste de los valores.
Esto se aplica para todos los elementos experimentales contra los datos ajustados correspon-
dientes. En otras palabras es verificar que sea minima las desviaciones verticales por cada punto
experimental y real: Desviacion Vertical = Y experimental — Y Ajustado o real.

La forma anterior es tan solo una verificacién punto a punto de los datos experimentales con los
ajustados, pero ahora veremos una verificacion global, es decir por medio de todos los datos ex-
perimentales, corroborar que la funcion global seleccionada sea la que represente esa tendencia
de los datos experimentales.
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- R2 Ajustada

Esta parte es usada mucho en la calibracion de la curva del sistema Sageth, la cual denota el co-
eficiente de determinacion miltiple y que es una medida que nos dice que tan bien, se ajusta la
ecuacion de regresion multiple o elegida por el método de los minimos cuadrados a los datos de
muestra o experimentales. Habria un ajuste perfecto si R2= 1, de hecho el ajuste seria muy bueno
si se acerca 1 y muy malo si se acerca a 0. Una debilidad de este factor es que crece a medida que
se incluyen maés variables, pudiendo engafarnos en su valor en las ecuaciones por decir de 3y 4
grado. Por ello utilizaremos el factor R2 ajustado, que es el coeficiente de determinacién ajusta-
do, el cual se ajusta mejor al namero de variables y al tamafio de la muestra usada. Su formula
es:

(n-1)

[n-(k+ 1)]

Donde n es el tamano de la muestra, k el nimero de variables en la ecuacion y R2 es el coeficiente
de determinacion, que es una cantidad de la variacion de y, que se explica con la funcion ajusta-
day se calcula con la formula siguiente:

R’ ajustada ;= 1- (1- R

R2 Variacion explicada

Variacion total

Ahora bien en esta féormula entraran elementos importantes que nos dicen con exactitud como
estan ajustados los datos de la muestra, con su correspondiente ajustado obtenido con el método
de minimos cuadrados. La variacion explicada, es la suma de todas las desviaciones explicadas al
cuadrado de cada elemento experimental. Y la variacién total es la suma de todas las desviacio-
nes totales al cuadrado de cada dato experimental. Esto es:

Variacion Total

2y - yp)?

Variacion explicada + Variacion no explicada
2@ - w) + -9

Donde y es un valor de muestra, y, el valor promedio de la muestra y § su valor ajustado corres-
p
pondiente al de la muestra. Pero estas variaciones vienen de las siguientes desviaciones:

Desviacion Total
Y-¥

Desviacion explicada + Desviacion no explicada

V-¥ + y-y

Donde especificando, la desviacion total es la diferencia del valor de muestra y el valor promedio
de los datos de muestra; la desviacion explicada es la diferencia del valor ajustado y el valor pro-
medio y la desviacion no explicada, es aquella que no podemos deducir el por que ocurre entre el
valor de muestra y su valor ajustado.

Con todo ello vemos que R2 muestra datos de forma directa de los puntos experimentales, de los
ajustados y las separaciones entre ellos, ademéas de que se toma en cuenta a todos los datos invo-
lucrados, con ello nos lleva a que R2 nos puede decir de forma global, si la ecuaciéon propuesta en
el método de minimos cuadrados representa la tendencia global de los datos experimentales.
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Anexo C

DATOS DE AMERSHAM LIFE SCIENCE SOBRE LOS ISOTOPOS

En este apartado se describen algunas caracteristicas de los isétopos radioactivos usados en Fi-
siologia y aplicados en nuestro programa, se muestran ademas las tablas de los factores de de-
caimiento o de descomposicion en el ambiente de los is6topos radioactivos con base a su activi-
dad estandar y su tiempo de vida. Dichos datos son obtenidos directamente de Amersham Life
Science que a lo largo de casi 50 anos los ha estudiado. [11] Cabe hacer mencién que los elemen-
tos radioactivos aqui utilizados no representan peligro a la vida humana de forma directa, atin
asi se siguen varias normas de seguridad internacionales para su almacenamiento y su utiliza-
cion en los experimentos con ratas en los laboratorios de Fisiologia.

TRITIUM 3H
Descripcion Valor
Tiempo de vida radioactivo promedio 12.4 anos
Principal emision radioactiva 18.6 keV Beta (méaximo)
Comprobacion de contaminacion Trapo ensuciado con liquido destellante
Comprobacién biologica Muestras de orina
Proteccion requerida Ninguna

El elemento tritium tiene una emisién baja de rayos beta por lo cual no puede ser monitoreado
de forma directa con aparatos, con ello se debe tener cuidado y mantener el area de trabajo
siempre limpia y ordenada.

A continuacién se muestra la tabla que contiene los factores decaimiento o descomposicion del
isotopo cuando ya esta en el ambiente, el control se lleva en meses x anos, por decir el factor
0.869 es obtenido a saber el factor de decaimiento a los 2 aflos con 7 meses.

Meses>

Afios v 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 1.000 | 0.995 | 0.991 | 0.986 | 0.981 | 0.977 | 0.972 | 0.968 | 0.963 | 0.959 | 0.954 | 0.950
1 0.945 | 0.941 | 0.936 | 0.932 | 0.928 | 0.923 | 0.919 | 0.915 | 0.910 | 0.906 | 0.902 | 0.898
2 0.893 | 0.889 | 0.885 | 0.881 | 0.877 | 0.873 | 0.869 | 0.865 | 0.860 | 0.856 | 0.852 | 0.848
3 0.844 | 0.841 | 0.837 | 0.833 | 0.829 | 0.825 | 0.821 | 0.817 | 0.813 | 0.810 | 0.806 | 0.802
4 0.798 | 0.794 | 0.791 | 0.787 | 0.783 | 0.780 | 0.776 | 0.772 | 0.769 | 0.765 | 0.762 | 0.758
5 0.754 | 0.751 | 0.747 | 0.744 | 0.740 | 0.737 | 0.733 | 0.730 | 0.727 | 0.723 | 0.720 | 0.716
6 0.713 | 0.710 | 0.706 | 0.703 | 0.700 | 0.697 | 0.693 | 0.690 | 0.687 | 0.684 | 0.680 | 0.677
7 0.674 | 0.671 | 0.668 | 0.665 | 0.661 | 0.658 | 0.655 | 0.652 | 0.649 | 0.646 | 0.643 | 0.640
8 0.637 | 0.634 | 0.631 | 0.628 | 0.625 | 0.622 | 0.619 | 0.616 | 0.614 | 0.611 | 0.608 | 0.605
9 0.602 | 0.559 | 0.597 | 0.594 | 0.591 | 0.588 | 0.585 | 0.583 | 0.580 | 0.577 | 0.575 | 0.572

10 0.569 | 0.567 | 0.564 | 0.561 | 0.559 | 0.556 | 0.553 | 0.551 | 0.548 | 0.546 | 0.543 | 0.541
11 0.538 | 0.535 | 0.533 | 0.530 | 0.528 | 0.526 | 0.523 | 0.521 | 0.518 | 0.516 | 0.513 0.511
12 0.509 | 0.508 | 0.504 | 0.501 | 0.499 | 0.497 | 0.494 | 0.492 | 0.490 | 0.487 | 0.485 | 0.483
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FOSFORO 32 32P
Descripciéon Valor
Tiempo de vida radioactivo promedio 14.3 dias
Principal emision radioactiva 1.709 MeV Beta (méaximo)
Comprobacién de contaminacion Detector Geiger-Miiller
Comprobacién biologica Muestras de orina
Proteccion requerida 1 cm de Perspex (Plexiglas) corta los rayos beta y

minimiza la producciéon de Bremsstrahlung

El elemento Fosforo 32 tiene una alta energia en sus atomos y cominmente es encontrada en
laboratorios de investigacion por lo cual se debe tener mucho cuidado. A continuacion se mues-
tras sus factores de decaimiento, el control se lleva Horas x Dias.

H];)i;e;s: 0] 12 24 36 48 60 72 84
0 1.000 0.976 0.953 0.930 0.908 0.886 0.865 0.844
4 0.824 0.804 0.785 0.766 0.748 0.730 0.712 0.695
8 0.679 0.662 0.646 0.631 0.616 0.601 0.587 0.573
12 0.559 0.546 0.533 0.520 0.507 0.495 0.483 0.472
16 0.460 0.449 0.439 0.428 0.418 0.408 0.398 0.389
20 0.379 0.370 0.361 0.353 0.344 0.336 0.328 0.320
24 0.312 0.305 0.298 0.201 0.284 0.277 0.270 0.264
28 0.257 0.251 0.245 0.239 0.234 0.288 0.223 0.217
32 0.212 0.207 0.202 0.197 0.192 0.188 0.183 0.179
36 0.175 0.170 0.166 0.162 0.159 0.155 0.151 0.147
40 0.144 0.140 0.137 0.134 0.131 0.127 0.124 0.121
44 0.119 0.116 0.113 0.110 0.108 0.105 0.102 0.100
48 0.098 0.095 0.093 0.091 0.089 0.086 0.084 0.082
52 0.080 0.078 0.077 0.075 0.073 0.070 0.068

FOSFORO 33 33P

Descripcion Valor

Tiempo de vida radioactivo promedio 25.4 dias

Principal emision radioactiva 0.249 MeV Beta (maximo)

Comprobacién de contaminaciéon Detector Geiger-Miiller

Comprobacién biologica Muestras de orina

Proteccion requerida 1 cm de Perspex (Plexiglas) corta los rayos beta.

El elemento Fosforo 33 no requiere de cuidados especiales, solo lo necesario como cualquier
emisor beta. A continuacidon se muestra su tabla de factores de decaimiento, donde se maneja
Dias x Dias.

Dias >
Diasv 0 ! 2 3 4 5 6 7 8

0 1.000 | 0.973 | 0.947 | 0.921 | 0.897 | 0.872 | 0.849 | 0.826 | 0.804 | 0.782
10 0.761 | 0.741 | 0.721 | 0.701 | 0.683 | 0.664 | 0.646 | 0.629 | 0.612 | 0.595
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20 0.579 | 0.564 | 0.549 | 0.534 | 0.520 | 0.506 | 0.492 | 0.479 | 0.466 | 0.453
30 0.441 | 0.429 | 0.418 | 0.406 | 0.395 | 0.385 | 0.374 | 0.364 | 0.355 | 0.345
40 0.336 | 0.327 | 0.318 | 0.309 | 0.301 | 0.293 | 0.285 | 0.277 | 0.270 | 0.263
50 0.256 | 0.249 | 0.242 | 0.236 | 0.229 | 0.223 | 0.217 | 0.211 | 0.205 | 0.200
60 0.195 | 0.189 | 0.184 | 0.179 | 0.174 | 0.170 | 0.165 | 0.161 | 0.156 | 0.152
70 0.148 | 0.144 | 0.140 | 0.136 | 0.133 | 0.129 | 0.126 | 0.122 | 0.119 | 0.116
80 0.113 | 0.110 | 0.107 | 0.104 | 0.101 | 0.098 | 0.096 | 0.093 | 0.091 | 0.088
90 0.086 | 0.084 | 0.081 | 0.079 | 0.077 | 0.075 | 0.073 | 0.071 | 0.069 | 0.067
100 0.065 | 0.064 | 0.062 | 0.060 | 0.059 | 0.057 | 0.055 | 0.054 | 0.053 | 0.051

YODO 125 125]
Descripciéon Valor

Tiempo de vida radioactivo promedio 59.6 dias

Principal emision radioactiva 35 keV Gamma (7% emitido y 98% convertido
internamente) 27-32 keV Rayos X (1.40% TeK
Rayos X)

Comprobacién de contaminacion Detector centelleante

Comprobacién biologica Analisis de la Tiroides y el Detector centelleante

Proteccion requerida

El elemento Yodo 125 tiene una volatilidad o evaporacién muy rapida y por ello se debe tener un
cuidado muy especial en su utilizacion. Ademas algunos componentes de yodo pueden penetrar
los guantes de hule y goma por ello se sugiere usar doble par de guantes o bien guantes de polie-
tileno. A continuacion se muestra su tabla de factores de decaimiento, dada Dias x Dias.

Dias >
Dias v
10 1.000 | 0.977 | 0.955 | 0.933 | 0.911 | 0.890 | 0.870 | 0.850 | 0.830 | 0.811
20 0.793 | 0.774 | 0.756 | 0.739 | 0.722 | 0.706 | 0.689 | 0.673 | 0.658 | 0.643
40 0.628 | 0.614 | 0.600 | 0.586 | 0.572 | 0.559 | 0.546 | 0.534 | 0.521 | 0.509
60 0.498 | 0.486 | 0.475 | 0.464 | 0.454 | 0.443 | 0.433 | 0.423 | 0.413 | 0.404
80 0.394 | 0.385 | 0.377 | 0.368 | 0.359 | 0.351 | 0.343 | 0.335 | 0.328 | 0.320
100 0.313 | 0.305 | 0.298 | 0.292 | 0.285 | 0.278 | 0.272 | 0.266 | 0.260 | 0.254
120 0.248 | 0.242 | 0.236 | 0.231 | 0.226 | 0.221 | 0.215 | 0.211 | 0.206 | 0.201
140 0.196 | 0.192 | 0.187 | 0.183 | 0.179 | 0.175 | 0.171 | 0.167 | 0.163 | 0.159
160 0.156 | 0.152 | 0.149 | 0.145 | 0.142 | 0.139 | 0.135 | 0.132 | 0.129 | 0.126
180 0.123 | 0.120 | 0.118 | 0.115 | 0.112 | 0.110 | 0.107 | 0.105 | 0.102 | 0.100
200 | 0.098 | 0.095 | 0.093 | 0.001 | 0.089 | 0.087 | 0.085 | 0.083 | 0.081 | 0.079
220 0.077 | 0.076 | 0.074 | 0.072 | 0.071 | 0.069 | 0.067 | 0.066 | 0.064 | 0.063
240 0.061 | 0.060 | 0.059 | 0.057 | 0.056 | 0.055 | 0.053 | 0.052 | 0.051 | 0.050

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Al final todos los elementos radioactivos aqui utilizados no son peligrosos de forma directa a la
vida humana, aunque si deberan tener cuidado en su uso y cumplir con las normas internaciona-
les en su utilizacion, asi como en la descontaminacién de los instrumentos y poner en contene-
dores los residuos de los mismos.
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* A continuacioén el Manual del Usuario. La numeracién de pagina del manual empieza desde 1, para que
pueda imprimirse aparte para poder utilizarlo y aprender a usar el Sistema Sageth y sea de facil uso. En
esta Tesis seria la pagina 105.
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Anexo D

SISTEMA ANALIZADOR GRAFICO PARA
ESTUDIOS FISIOLOGICOS E HISTOLOGICOS

Manual del Usuario del Programa

Bienvenido al manual de Usuario del Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisiologicos e
Histolbgicos, en este programa usted encontrara una herramienta sencilla capaz de analizar cier-
tas caracteristicas de una imagen fotografica, en la cual se muestran células de cortes histologi-
cos de tejidos de animales. En este manual usted encontrara las principales funciones del pro-
grama, formas de trabajo de los procesos y como ingresar informacion en los mismos; ademés de
los posibles errores que surgen en su uso al no ingresar de manera correcta datos o imagenes.

Requisitos de Sistema

Para instalar el sistema SAGEFH version 1.0 necesita usted tener una computadora con las si-
guientes caracteristicas minimas: PC con procesador Pentium IIT a 1.2 Ghz, con 128 Mb de me-
moria RAM. Disco Duro con 10Mb de espacio libre para la instalacion del programa y procesado
de las imagenes y sistema operativo Microsoft Windows 98 o 2000/XP con una resolucion en
pantalla de 800x600 pixeles.

Cabe hacer menciéon que son tan solo los requisitos minimos para que funcione de manera co-
rrecta el sistema, sin embargo puede funcionar con requisitos menores o trabajara mucho mejor
si cuenta con mayores de los recursos mencionados.

Instalacion
Para instalar el sistema Sageth en su equipo debera contar con el disco de instalacion. Al insertar

el disco este se auto ejecutard y aparecera el mensaje de bienvenida. Si no se auto ejecuta, ir al
disco de instalacion y ejecutar el archivo setup.exe.

1 Instalacién - Sistema Analizador Grafico par. 5 | P ][54 | 12! Instalacién - Sistema Analizador Grafico paral 0S| o ][4 |

Bienvenido al asistente de Breioge honoe )
s > 7, . Por tavor, lea la siguiente informacion, Es importante que o lea antes de continuar. .TFJ
instalacion de Sistema Analizador N
Grafico para Estudios Fisiologicos
e Histolégicos Por tavor, lea el acuerdo de licencia. Debe aceptar los témino: de este acuerdo antes
de continuar con la instalacidn.
Esta a punto de instalar Sagefh 1.0 en su computadora. 3
CONTRATO DE LICENCIA DEL SOFTWARE @5SAGEFH

Ez recomendable que ciere todas las deméas aplicaciones
antes de continuar.

Programacion, dizefio y Autor: Juan Carlos Olivares Morales ©

Asezoria a nivel programacidn: Or. Manuel Martin Ortiz

[sesoria a nivel procesos y resultados: Dr. Gonzalo Flores Alvarez

Software realizado para el Instituta de Fisiologia de la Benemérita Universidad
Autonoma de Pusbla

Fiesione Siguiente para continuar, o Cancelar para salii de la
instalacidn

NOTA IMPORTANTE PARA EL USUARIO FINAL: LEA CUIDADOSAMEMTE ﬂ

(+ Acepto el acuerdo

7 Mo acepto el acuerdg

Cancelar | < Atras ISiguwente)I Cancelar |

Pantallas de inicio al empezar la instalacion de Sagefh. Izquierda. Cuadro de dialogo que se muestra el
ejecutar el archivo setup.exe. Derecha. Cuadro de aceptacion de la licencia de Sageth.
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Después de aceptar la licencia de proteccion de Sagefh, se pide el password para poder instalar el
software, el cual se proporciona directamente al Dr. Gonzalo Flores Alvarez, del Instituto de Fi-
siologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Después de haber ingresado el password, el siguiente didlogo le indicara donde se instala el soft-
ware, se sugiere un directorio pero usted puede cambiarlo. Después de esto se muestra el didlogo
donde se pondra el nombre al grupo del programa que quedara en la seccion de Programas del
menu Inicio de Windows. El siguiente cuadro de dialogo nos permite crear un acceso directo en
el escritorio para poder iniciar el sistema cuando ya este instalado en nuestro equipo de compu-
to, para hacerlo solo hay que seleccionar la opciéon Crear un icono de escritorio.

"@ Instalacion - Sistema Analizador Grafico para E

1'5 Instalacidn - Sistema Analizador Grafico para Esk

Ligto para Instalar

Elinstalador esta listo para empezar a instalar Sistema Analizador Grafico para
Estudios Fisioldgicas & Histoldgicos en su computadora.

Instalando

Por favor espere mientraz Sistema Analizador Grafico para Estudios Fisioldgicos e
Histoldgicos e instala en su computadora

Presione Instalar para continuar con |3 instalacidn, o pregione Alras si desea revizar o Extrayendo archivos...
cambios cualquier pardmetro. [:Marchivos de programats agefhiSagefh.hip

T . —
D:\Archivos de programats agefh

Falder de mend de inicia:
Sistemna Sagefh 1.0

Tareas adicionales:
[zonos adicionales:
Crear un [cono de esciitorio

o o

< Bhras I Instalar I Cancelar |

Cuadros dedialogo finales de la instalacién. Izquierda. Este cuadro muestra las opciones seleccionadas a
instalar. Derecha. Progreso de la instalaci6n.

Al final de estos cuadros aparecera, el cuadro de dialogo de confirmacion de que se ha completa-
do la instalacion del Sistema Analizador Grafico de Estudios Fisiologicos e Histologicos. Se po-
dra seleccionar si se desea ejecutar la aplicacion automaticamente al terminar la instalacion.

Pantalla Inicial

Al iniciar el Sistema Sagefh version 1.0 este cargara todas las librerias graficas y todos los formu-
larios que en el sistema se necesitan, aunque no se visualizaran hasta que se carguen y trabajen
las imagenes. Después de la instalacion se creara el icono correspondiente para poder iniciar el
programa. Al dar clic en dicho icono, que sera el acceso directo a nuestro programa, se empezara
con la pantalla inicial y la interfaz grafica de Sagefh similar a la de la Fig. 1.1
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EX sistema Sagefh v 1.0

Archivo  Edicion

=101 x|

Menu

Imagen Efectos Ventana Avuda

IDaAR|0C o 0| s

WP LY3DZTE.Lif

® @ C av

Barra de Herramientas

=101 %]

o

+ 4+ 40 A =

Rrig 3
¢
cPU

o e

[D:\Documents and SettingstJuan CarlosiMis documentos) TesisEscritalImages TesisiMarild D2ILY3D2TE. b

%1388 | w0 1618606 |[Riz52 | @5z [Eizsz | omom |

Barras de Estado
D& dlick en Archivo = Abrir para visu -

Fig. 1.1 Interfaz del Sistema Analizador Gréafico para Estudios Fisiologicos e Histologicos version 1.0 con

una imagen Tif abierta reducida a un 40% de su tamano.

Los Menus del sistema

Ahora pasaremos a la parte principal de nuestro programa, la accion de lo que se realiza y para
ello se describe lo que hace cada opcién que vemos en la barra del menu principal.

- Ment Archivo

| D Muewo
'a Abrir
5, Guardar

| 5 Guardar como .

Zerrar imagen actual

Previsualizacian
Preparatr pagina

| _3 Irnprimir

Chrl4-4

Chrl+F4

Imagenes Recientes L4

@ sali

Ctrl+5

El ment archivo contiene 9 opciones que son:

Nuevo. Esta parte nos sirve como su nombre lo indica para crear una nueva imagen. Al dar clic
sobre Nuevo nos aparecera una opcion donde daremos las medidas que tendra la nueva imagen,
ancho y altura. También veremos la opciéon de que la medida sea del tamafio de lo que esté en el
clipboard o portapapeles, ya que se toma en cuenta si cierta regiéon de una imagen es copiada o
cortada y se quiera pasar a una nueva imagen, entonces se deja esa opcion para que las medidas
se obtengan de manera automaética Y por ultimo tendremos la opcidon de dar un nombre a la ima-
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gen. Al aceptar se crea la imagen con todas las opciones que escogimos o bien damos clic en Can-
celar para cerrar esa opcion sin realizar ninguna accion.

Abrir. Nos permite visualizar una imagen en nuestro programa, misma que tengamos en el
equipo de computo. Incluso podremos preverla antes de abrirla (s6lo en imagenes compatibles).
Al oprimir la tecla del raton (hacer clic o dar clic) un el boton Abrir, se entrara un cuadro de dia-
logo tipo explorador de Windows, donde en la parte superior seleccionaremos la ubicacion de
nuestra imagen, sea en el disco duro de la PC u otro dispositivo extraible como disquete,
CDROM o memoria flash. En la parte central apareceran los directorios para especificar donde
se encuentra la imagen, en la parte derecha aparecera la previsualizaciéon que se hara cuando se
de un clic sobre el archivo de la imagen que se abrira. En la parte inferior se puede escribir un
nombre completo de la imagen y abajo se elige el formato de imagen. Por default el Sistema Sa-
gefh mostrara todas las imagenes soportadas que son JPEG, TIF, BMP, PCX, PSD, ICO, TXT o
CAL, pero se puede especificar solo un formato de los antes mencionados para hacer facil la buas-
queda de un imagen especifica. Al dar doble clic sobre el archivo o dar clic en el boton Abrir, esta
se mostrara como una nueva ventana en el programa Sagefh. O bien dando clic en Cancelar o
presionando la tecla ESC se cierra el cuadro de didlogo sin realizar ninguna accién. Otras opcio-
nes aparecen también en la parte superior de ese cuadro de didlogo que son para visualizar ca-
racteristicas de los archivos como fecha de creacion, tamafio y movimiento y creacién en los di-
rectorios.

Las imagenes se visualizaran en un Contenedor de Imagen y los archivos de Texto o Calibracion
en la ventana TSageth que es el Editor de Texto.

Guardar. Esta opcion permite como lo dice guardar las imagenes que tengamos en nuestro
sistema Sagefh, pero que ya le haya sido previamente asignada un nombre y haya sido guardada
previamente con Guardar como. Esta opcidon permite guardar la imagen después de haber hecho
modificaciones. Si se da clic sobre esta opcion y la imagen no ha sido guardada previamente,
entonces el programa se pone en modo de Guardar como.

Guardar como. Esta opcidon permite guardar imagenes por primera vez. Al dar clic sobre esta
opcion aparecerd un cuadro de didlogo similar al de Abrir con la diferencia que ahora si se debe
ingresar un nombre con el cual se guardara la imagen en la computadora, asi como definir una
extension o tipo de formato grafico con el que se guardara, pudiendo ser JPEG, TIF, BMP o ICO.
El nombre y extension se definen en la parte de abajo del cuadro de didlogo. En un momento
dado también nos sirve para poder guardar la imagen actual de trabajo con otro nombre, esto
con el fin de tener dos iméagenes iguales pero con diferente nombre.

Cerrar imagen actual. Cierra la imagen que se tiene encima de todas las ventanas de las
otras imagenes (si es que las hay), es decir cierra la imagen actual.

Previsualizacion. Esta opcion permite observar como quedaria impreso el grafico actual sobre
una hoja tamafo carta, ya sea de forma horizontal o vertical, segtin se defina en la orientacién de
pégina en Preparar pagina. En la parte inferior aparecera el boton de mandarla a imprimir o bien
cerrar la ventana.

Preparar pagina. Esta opcion permite configurar nuestro grafico para que sea impreso de
forma adecuada y correcta. Al dar clic sobre esa opcidon nos aparecera un cuadro de dialogo con
tres partes: Impresora, Papel y Orientacion. En la parte de Impresora definiremos el dispositivo
sobre la cual se imprimiré el grafico, asi como también podremos ver propiedades de la misma.
Papel nos permite definir el tamafio sobre el cual se imprimira y la forma como la impresora
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toma las hojas, por default es Automético. Y por ultimo la orientacion nos permite imprimir el
grafico sobre una hoja rectangular ya sea en forma horizontal o vertical.

Imprimir. Nos permite mandar a impresion la imagen actual. Al dar clic sobre esa opcidon nos
muestra un cuadro de didlogo, donde ya aparece la impresora que seleccionamos en preparar
pagina o bien si lo deseamos podemos volver a cambiarla. También nos muestra que se imprime
todo el grafico y el namero de veces que se haran dichas impresiones. Y abajo se muestra el bo-
ton Aceptar que al dar clic se mandara automaticamente el grafico a impresion o Cancelar si de-
seamos no realizarlo por el momento.

Imagenes recientes. Esta parte del mena Archivo abre un subment en el cual se mostraran
los dltimos cinco documentos o iméagenes abiertas en el programa. Cada vez que se abre una
imagen se adiciona su nombre en esta lista. Esto es para facilitar la carga de las imagenes que se
trabajaron por tltima vez.

Salir. Por altimo esta opcion permite abandonar el Sistema Sageth. Al dar clic sobre esa opcion
aparecera un mensaje de confirmacion de salida de nuestro programa y que al darle Si, se cerra-
ran todas las imagenes y opciones abiertas de la aplicacion. Si damos No seguimos trabajando
normalmente.

- Menu Ediciéon

X Deshacer Chrl+U
c'i'E Carkar Chrl+
Copiar Chrl4+C
% Pegar Chely

Seleccion cuadrada libre
Seleccion circular libre
Seleccion libre con lineas
Seleccidn libre

Seleccionar bodo Chr+E

Yalores

Ahora vamos a ver las funciones que tiene el Ment Edicion.

Deshacer. Esta opcion realmente no permite deshacer muchos de los cambios que se hacen
sobre las imagenes en las que se esta trabajando, ya que el sistema Sageth cada vez que se realiza
alguna accion, el resultado es visualizado en otra ventana, dejando la imagen original intacta. En
la practica deshacer solo quita cualquier seleccion hecha sobre la imagen.

Cortar. Cuando se realiza alguna seleccion dentro de una imagen, siempre es posible cortar
todo lo que esta dentro de la seleccion y luego poder ponerlo en otra imagen o en esa misma. La
parte de la imagen que se corta se vuelve blanca y asi quedara el efecto de recorte sobre la ima-
gen origen.

Copiar. Esta opcion trabaja de manera similar a Cortar, con la diferencia de que es espacio que
se esta tomando en cuenta no quedara en blanco sino simplemente se hara una copia exacta de
lo que hay dentro de la seleccion. Lo copiado quedara en el Portapapeles de Windows.
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Pegar. Esta es una de las funciones que hacen que Cortar y Copiar tengan sentido en nuestro
programa e incluso en otros programas. Pegar sblo funciona cuando se ha ejecutado antes Cortar
y Copiar. Para poder pegar una regiéon nos colocamos sobre la imagen destino, es decir, sobre la
que se hara el pegado; cuando damos la funcion pegar, la region antes copiada o cortada se mos-
trara en la imagen destino. Después de ello solo bastara mover la region pegada a la parte donde
queramos que quede y para lo cual bastara dar un clic sobre la regién y mantener presionado el
botoén izquierdo del Raton y asi se podra mover la region. Cuando uno mueve el ratéon sobre la
imagen, el indicador flecha del cursor cambia, eso indica que estamos sobre lo que pegamos y
que podemos moverla si lo deseamos.

Después para que la region pegada se fusione de manera definitiva con la imagen destino debera
dar Enter y acto seguido aparece un mensaje donde se nos pide confirmar la fusion haciendo clic
en el botdn de Si. Fig. 1.2 El No es para quitar lo que se pego y Cancelar es para cuando se desea
aun mover la region pegada en otra parte de la imagen destino.

& 0AHERATZDAT.IPG B =10] x|

El puntero del

P mouse cambia
L %’ cuando se ha
= *‘-}f' i pegado algo.

- el R
" i

PREGUNTA x|

,.r)‘ éDesea aceptar lo que pego en su imagen?
S

e
N / { Mo I Cancelar |

Fig. 1.2 Momentos en los cuales se pega una regiéon sobre una imagen

Seleccion cuadrada libre. Opcion que nos permite seleccionar una parte de la imagen con un
rectangulo. La forma de trabajo de esta funcion es la siguiente:

a).- Se da clic en esta funcion para activarla.

b).- Ahora se dara un clic sobre la imagen y se mantendra presionado el boton izquierdo del Ra-
ton y al instante podremos ver en color negativo como aparece un rectangulo y que crecera o
disminuira de tamano segiin movamos el apuntador sobre la imagen.

c).- Para finalizar la parte de seleccion simplemente se soltara el botén izquierdo del Raton y
automaticamente aparecera el rectangulo con color azul y del tamafio del dltimo rectangulo mos-
trado con color negativo.

De esta forma ya se tiene una seleccion libre en forma de rectangulo y el usuario ya podra usar
cualquiera de los procesos que crea conveniente.

Seleccion circular libre. Opcion que nos permite seleccionar una parte de la imagen con un
circulo. La forma de hacerlo es igual que en la Seleccion cuadrada libre.
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Seleccion libre con Lineas. Esta opcion permite seleccionar una parte de la imagen a través
de un poligono irregular que iremos formando poco a poco. La forma de trabajo de esta opcion
es la siguiente:

a).- Se da clic en esta funcion para activarla.

b).- Se dara un clic sobre la imagen y automéaticamente aparecera una linea en color negativo que
crecera o disminuira de tamano segin movamos el apuntador. Linea nos permite definir un lado
del poligono.

c).- Se da otro clic para definir ya totalmente un lado y a su vez aparecera otra linea que sera el
siguiente lado del poligono a definir. Y asi sucesivamente hasta formar el pendltimo lado de
nuestro poligono.

d).- Para finalizar solo bastara unir la tltima linea con el punto de inicio o bien solo dando clic
con el botén derecho del raton sobre la imagen y seleccionamos la parte Cerrar seleccion actual y
con ello se pintara automaticamente nuestro poligono con color azul y asi poder aplicar cualquier
funcién que se crea conveniente.

Seleccion libre. Esta opcion permite seleccionar cualquier region de la imagen con tan solo
mover el apuntador del raton. La forma de uso de esta funcion es:

a).- Se da clic en esta funcién para activarla.

b).- Se da un clic sobre la imagen y automaticamente empezara la seleccién con color azul segin
se vaya moviendo el apuntador.

c).- Para finalizar esta seleccion basta unir el punto final con el punto inicial o bien dar clic con el
boton derecho del ratén y escoger Cerrar seleccion actual.

Seleccionar todo. Esta opcion permite seleccionar toda la imagen sin necesidad de seleccionar
algo o parte sobre ella.

Valores. Es una opcion para obtener datos estratégicos donde empieza la seleccion y donde
termina dentro de un area rectangular. Al dar clic en esta opcién se nos dice el punto x,y superior
izquierdo de donde empieza la seleccion y el punto inferior derecho de donde termina, ademas
de mostrar el ancho y alto de la imagen.

- Mena Imagen

Pseudocolor 1
Pseudocolor 2
Pseudocolor 3 Monocromatico
@ Pseudocolor 4 (3 Capas)
ﬁ Pseudocolor Monocromatico R-G-6

Espejo 4
El Calibracion de la Curva ChrlH-C

A_ﬁ Calculadora de Imagenes
Equilibrio de Colar
Tamario de la Imagen

% Propiedades de la Imagen

Ahora vamos a la explicacion del Mentu Imagen.

Pseudocolor 1, 2,3 y 4 (8 Capas). Estas cuatro opciones nos permiten poner colores falsos a
las imagenes monocromaticas o grises. Con las opciones 1, 2 y 3, solo bastara dar clic sobre ellas
para ver su efecto de color. Para la opcion 4 (8 Capas), al dar clic sobre ella nos mostrara un cua-
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dro de dialogo Fig. 1.3 donde se tiene la opcion de elegir hasta ocho colores para ponerle a los
niveles de grises de la imagen.

En el cuadro de didlogo se nos muestra una tira de 8 colores distintos y que al dar clic sobre al-
guno de esos colores nos mostrara otro cuadro de dialogo donde podremos definir el color que
deseemos poner y que se presentara en el intervalo de grises que se muestra debajo de la tira de
colores (0 a 255). En la parte izquierda se muestra su valor RGB de cada uno de los 8 colores,
incluso se tiene la opcion de ingresar los nimeros correspondientes y dando clic en el boton
Aplicar Color para visualizarlo en la capa correspondiente, si es que se sabe los valores R, G, B
que corresponden al valor que deseamos. Los valores deben estar entre 0 a 255.

B Pseudocolor a 8 Capas =

~[Gama de Colores a aplicar a la imagen Capa

IEIiga la Capa j
Rop R I
Verde I
0 54 128 192 e | bal B |

Cancelar | [T Ajustarcapas alaCapal  Aplicar Color & Eanall

Fig. 1.3. Cuadro de dialogo cuando se escoge la opciéon Pseudocolor 4 (8capas)

Después de haber elegido nuestros ocho colores, se da clic en Aceptar para que nuestra imagen
de grises pase a ser de color. O bien si se da Cancelar no hay ningtan efecto sobre la imagen. Exis-
te la opcion también de Ajustar capas a la Capa 1, esto es, para que los 8 colores tengan una tona-
lidad parecida a la Capa 1, esto se hace por si queremos que los colores no sean tan contrastantes
y diferentes, se da esa opcion para ajustar las ocho a un intervalo de color.

Pseudocolor Monocromatico R-G-B. Esta opcién nos permite asignar un plano de color a
una imagen a través de una operacion AND. En la Fig. 1.4. se tiene la opcién de aplicar un color
puro rojo, verde o azul o bien dando clic sobre la parte que dice Clic para Color, para que usted
pueda seleccionar su propio color.
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&7 Pseudocolor Monocromatico R-G-B

—LCalarear par canal pura——

—Colorear por color—————

HID—

G 255

B ID—

pd

—Frevizualizaciarn

—Ajuste del canal

Wer

Arceptar | Cance

lar

Fig. 1.4. Ventana de Pseudocolor Monocromatico RGB donde se asigna el color verde a una imagen.

Se tiene ahi mismo ademas la opcion del ajuste del canal, el cual al mover el indicador podemos
aplicar brillo (hacia la derecha) u oscurecimiento (hacia la izquierda) esto por si el color es de-
masiado oscuro para la imagen, pudiéndose crear con ello imagenes con falso color muy vistosas.

Espejo. Esta opcion nos permite hacer un reflejo de la imagen como si fuese un espejo de la

misma. Se tienen dos opciones en espejo en vertical o X y espejo en horizontal o en Y.

Calibracion de la Curva. Opcion y parte esencial del sistema Sagefh. Al dar clic en esta op-
cion aparecera la forma de la Fig. 1.4, la cual se divide en 3 partes importantes que son: Los Da-
tos Esenciales, Los Datos a Graficar y La Graficacion.

BUAP-FCC
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Calibracion de la curva x|
rDatos Esenciale ~Datos a Graficar
Sere - Tono Sere E:‘IBC'
i o erie ¥ - = .
£Que tipo de radioisotopo uso? e Ensl g SEM Gliad
[T it [3H) =] 3l
1-1101 — |0 -2.0548
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R adioactividad en su estandard 7-{245 =1 |72.5847 -3.1736 2 EE
I—n 543 8-1246 1 |117.4kA3 346216 ST
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Cerrar forma | Limpiar toda | Cargar Calibracisn | Confiabiidad: La "2 aiustada es: 0.637 IEc-n Fondo |,
Tipo de Grafica IExponenciaI j SinFonda |
4| | 1|

Fig. 1.5 Forma de la Calibracion de la Curva ya con datos experimentales y la funcién ajustada calibrada
para esos datos.

Dentro de esas partes una es necesaria para poder ver la graficacion de la curva calibrada o fun-
cion exacta de los datos experimentales. Esta forma es usada para graficar los datos experimen-
tales y para obtener la grafica mas aproximada a esos datos experimentales con base a funciones
ya predeterminadas para ver si el experimento cumple lo que se esta buscando. Pero para ver
como trabaja esta forma, vayamos por partes y veamos su funcionamiento.

a).- Datos Esenciales: Esta se ve en la parte izquierda de la forma y se deberé llenar de arriba
hacia abajo y de forma consecutiva, ya que de otra manera puede marcarse errores donde hay
campos vacios. Primero se elige el is6topo radioactivo aplicado el tejido, ya sea Tritium, Fésforo
32y 33 o0 Yodo 125 o bien se deja la alternativa de ingresar otro elemento radioactivo no conside-
rado en este programa como el Carbono 14. Escogiendo algunas de las primeras 4 opciones de
elementos, nos mostrara en el siguiente campo, el ingreso del tiempo de decaimiento a la exposi-
cion del tejido al is6topo radioactivo; éste se debera llenar segtin el intervalo marcado en rojo, en
dias, meses o afos segln corresponda. Cuando se elige un is6topo diferente, estas opciones se
bloquean y se va directamente al siguiente campo. Al dar el tiempo de decaimiento se obtiene
automaticamente el Factor de decaimiento de la radioactividad en su estandar con base a tablas
de seguridad de Amersham. En el caso de isotopo libre el usuario tendra que ingresarlo, ya que
son is6topos no tomados en cuenta en este programa. Después se escoge su Escala de Actividad:
Alta o Baja para terminar ingresando la Actividad Especifica. Todos los datos en esta forma son
enteros o reales seglin corresponda. Al estar en Actividad Especifica se da enter y automatica-
mente se mostraran datos en la serie Y, que son obtenidos con la ecuacion:

falta ecuaciéon???

b).- Datos a Graficar: Esta parte es importante para que La Graficacion funcione y tenga éxi-
to en su calibracion.

Tenemos de un lado la Serie X, que se llenara con base a los tonos de grises que se obtienen de
manera directa de una imagen y que por consiguiente solo deberan ser valores entre 0 y 255 ya
que es el intervalo total de grises que puede haber en una imagen. Estos datos se pueden obtener
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de 2 formas, ya sea por punto o por una region determinada de la imagen y que podremos selec-
cionar dando clic en alguna de esas opciones que estan debajo de la Serie X. Después de haber
seleccionado alguna de esas dos formas y que por omision es por Punto, se dara clic en alguno de
los 15 botones que estan del lado derecho de la Serie X, cuando se da clic en alguno de esos boto-
nes se quita la Forma y aparece la altima imagen vista en el programa y que este aun abierta o
bien se puede escoger otra que el usuario crea conveniente. Cuando es por punto solo bastara dar
un clic en cualquier parte de la imagen para que automaticamente aparezca la forma de Calibra-
cion nuevamente y aparecera el valor obtenido a un lado del boton que se presiono6. Se tienen 15
botones para 15 valores, no méas. En el caso de que sea Por Region, su forma de trabajo es similar
a la de Por Punto, nada mas que en vez de un clic se seleccionara una region libre como si se
hubiera seleccionado la opciéon Seleccion libre y que al cerrar la region aparecera nuevamente la
forma de Calibracion y mostraré el valor promedio de grises de esa region, ademéas que para se-
leccionar nuevamente otra region cuando aparezca la imagen nuevamente se dara un clic antes
para quitar la selecciéon anterior. También podra ingresar el valor directamente uno por uno de
arriba hacia abajo dando un enter por cada valor que acabe de ingresar. Estos valores de Serie X
también puede ser guardados con el boton Guardar Calibracién y abrirlos con el boton de al lado.
Los valores cominmente son obtenidos a través de una imagen filmina que contiene ya grises
calibrados con base a la aplicacion de los is6topos radioactivos y a su Escala de Actividad, por
ello son datos calibrados y que el usuario debera tener cuidado al ingresarlos para tener un ajus-
te de datos exacto.

En el caso de que seleccione los valores de grises por region se incorpora la parte de Error Estan-
dar en la Media o SEM, el que nos dice que tan exacto fue el promediado de los valores de la
region y que tan exacto fue que todos los puntos dentro de la region fueran tan similares entre si;
mientras mas se acerque a cero, son mas exactos.

Al final estos campos, Serie X y Serie Y pueden llenarse bajo el procedimiento anterior o bien de
forma libre, datos que el usuario crea conveniente, siempre que no pasen de 15.

c).- La Graficacion: Después de ingresar los datos viene su graficacion y su correspondiente
calibracion. Para ello en la parte inferior de la grafica se tienen las siguientes opciones:

Funcib6n Qué hace
Normal Gréfica de forma comun los datos que estan en las Series X y Y, es decir,
graficara los datos experimentales.
Exponencial Busca bajo la ecuaciéon y=a*exp(bx) hacer un ajuste de los datos de Serie
XyY.
Linea Similar que en Exponencial pero con la ecuacion y=a+bx
Logaritmica Similar que en Exponencial pero con la ecuaciéon y=a+b*Ln(x)

Funcion parabdlica Similar que en Exponencial pero con la ecuacion y=a+bx+cx2

segundo grado

Funcién parabola Similar que en Exponencial pero con la ecuacion y=a+bx+cx2+dx3
cubica

Funcién  polino- Similar que en Exponencial pero con la ecuacion y=a+bx+cx2+dx3+ex4
mial de cuarto

Grado.

Las funciones que buscan un ajuste se realiza con el Método de Minimos Cuadrados.

Al dar clic en Normal se mostrara su graficacion en color rojo en el area de graficado y ahi per-
manecera y al seleccionar cualquier otra opcién se graficara esa funcién en color verde. Al pasar
a otra opcion la anterior se borrara y se graficara la nueva seleccionada, esto con el fin de tener
referencia de cual de las funciones estd mejor aproximada a los datos experimentales que es la
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Normal. También abajo del area de graficado se muestran los factores encontrados a, b, ¢ y/o d
segun la funcion seleccionada y el Factor de Confiabilidad R2 que nos dice que tan exacta es la
funcidn calibrada globalmente con la funcién que experimentan los 15 datos experimentales.
En el area de graficado al pasar el cursor encima de ella se muestra en su esquina inferior iz-
quierda el valor que representa en el cuadrante segin donde este el cursor. También si queremos
ver con mas enfoque que tan exacto esta la funcién de calibraciéon pasando por los datos experi-
mentales, solo bastara con dar clic con el boton derecho del raton y mover el cursor segiin hacia
donde queramos ver.
En la parte izquierda del area de graficacion se muestra uno por uno que tan exacto fue la cali-
bracion de la curva o de la funcién con los 15 posibles datos experimentales dados en la parte de
Datos a Graficar, por medio de la ecuacion:

Exactitud :=Dato Experimental — Dato Calibrado
De esta forma se ven los datos experimentales graficados y la graficacion de la funcién mas
aproximada de esos datos, que seria el comportamiento real y efectivo del experimento.

Calculadora de Imagenes: La calculadora de imagenes es una poderosa herramienta para
ver si una imagen ha cambiado o no, establece diferencias entre imagenes de un mismo objeto
tomadas en momentos diferentes (tomar la primera y la otra un segundo después); por ejem.
para comparar entre una imagen de color y una gris, entre otros efectos vistosos donde el usuario
podra hacer uso de las diferentes operaciones para realzar su trabajo con las imagenes. Al selec-
cionar esa opcidn nos mostrara una forma donde primero escogeremos nuestras imagenes a pro-
cesar y del lado derecho las operaciones que pueden ser: And, Or, Xor, Suma, Resta, Multiplica-
cion, Division, Desigualdad Im1<Im2, Minimo y Maximo. Al escoger cada imagen ésta visualiza-
r4 en la parte superior y el resultado de la operacion también se visualiza después de haber esco-
gido la operaciéon. Acto seguido solo bastara dar Aceptar o Cancelar para la operacion. El resul-
tado se muestra en una ventana aparte de las imagenes origen.

Equilibrio de Color. Al dar clic sobre esta opcion se nos mostrara un cuadro de didlogo en el
cual tendremos tres indicadores los cuales con el raton podremos deslizar hacia la derecha o iz-
quierda. Esto nos permitird ajustar o modificar las tonalidades de color de una imagen ya sea
para agregar mas color, reducirlo o ajustarlo, segtn el indicador que se deslice. Esta opciéon tam-
bién funciona para afiadir colores a una imagen en tonalidades de grises, ya que trabaja de ma-
nera independiente cada indicador en un canal.

Tamaito de la Imagen: Esta opcién nos permite cambiar el tamaiio real de la imagen, ya sea
de manera proporcional o solo para lo ancho o alto de la misma. Al seleccionar esta opcién nos
aparecera una forma donde al lado derecho se nos muestra la imagen a modificar y del lado iz-
quierdo aparece el nombre de la imagen y sus medidas actuales, las cuales se pueden modificar
ingresando los nuevos valores de forma directa. Si damos clic en la parte que dice Dimensiones
proporcionales, al ingresar un nuevo valor de ancho, el alto se modificara de forma automatica y
proporcional al ancho ya sea para incrementar o reducir el tamafio de la imagen. De manera si-
milar ocurre si ingresamos un nuevo valor para lo alto.

Al tener ya los nuevos valores solo bastara Aceptar para que la imagen actual cambie de tamafio,
el resultado se ve en la misma ventana de la imagen escogida. Si damos Cancelar no se hara na-
da. La seleccidon de medidas proporcionales hace que la imagen crezca o se reduzca sin distorsion
de proporcion de lo que contenga la misma, asegurando que los pixeles que se seleccionen sean
fidedignos y correspondan en cantidad para futuras interpretaciones.

Propiedades de la Imagen: Al seleccionar esta opcion nos aparecera una forma, donde del
lado derecho se muestra la imagen actual y del lado izquierdo su ficha técnica donde se muestra
su: Nombre completo y el directorio donde se encuentra, su nombre y directorio en formato
MSDOS, Tipo de imagen (JPG, TIF, BMP o ICO), Medidas de ancho y alto, tamafio en disco en
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bytes y kilobytes, Fecha y Hora de su altima modificaciéon o creacion finalmente la cantidad de
pixeles que contienen a la imagen.

- Menu Efectos

Grises

Megativa

Binarizacion

Filtro Paso Bajo-Alka r
Fepujado L4

Deteccian de Bordes L4

Brillo

Aclara por Seno
OscUrece par Coseno
Potencia

Qscurece por Cuadratica

Caonkraske Glabal
Constraste

Limpia Basura

Ahora pasaremos a la seccion Efectos, donde como dice su nombre, se aplicaran filtros de efectos
a las imagenes que tengamos abiertas en nuestro programa Sagefh. Todas las opciones de este
menu mostraran su resultado en una nueva ventana.

Grises: Al elegir esta opcion, convertira la imagen actual a color en una imagen en tonalidades
de grises. Esta es una excelente opcién ya que nuestro programa se basa principalmente en ima-
genes en grises. Esta opcion lo que hace es tomar los canales RGB por separado los suma y los
divide entre 3; el valor resultante se coloca en los 3 canales, es decir, R, G y B tendran el mismo
valor, con lo que se logra una imagen en grises sin que esta pierda su morfologia.

Negativo: Al elegir esta opcion hara que la imagen actual sea mostrada con sus pixeles nega-
dos, tal como si fuera el negativo de una fotografia, por medio de una operacion logica pixelnue-
vo := Not (pixelActual). Esta opcidon nos hace notar ciertas caracteristicas de la imagen que no se
puedan ver a simple vista en el grafico normal actual.

Binarizacion: Esta opcion al elegirla nos permite obtener una imagen solamente en dos tonos:
blanco y negro; para lograrlo se recorren todos los pixeles de la imagen y se toman los valores R,
G, B mas altos que hay, se suman y se dividen entre 3 (es decir su promedio) y que con ello te-
nemos definido un umbral donde los pixeles de la imagen que sobrepasen ese umbral seran
cambiados a color blanco 255 y los pixeles inferior a ese umbral seran negros o (cero). Esto se
hace para ver con detalle caracteristicas muy oscuras de la imagen y separarlas del resto que son
tonos muy claros y que por lo regular es el fondo de la misma, ademéas de que asi se descartan
valores que no haya en la imagen.

Filtro Paso Bajo-Alto: Este opcion del Menu Efectos tiene un submentt donde se nos mues-
tran seis opciones para este tipo de filtros. Se tienen tres filtros Paso Bajo, los cuales atentian los
cambios bruscos en las tonalidades de la imagen, es decir, se suavizan los bordes o cambios
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grandes de las tonalidades la imagen, mientras que los tres filtros Paso Alto destacan los bordes
o cambios bruscos de las tonalidades de la imagen.

Repujado. Esta opcion lo que hace es convertir la imagen en un relieve de la misma, es decir,
resalta los altos contrastes de la imagen y el resto la ignora, convirtiéndose en una tonalidad de
gris. Esto se hace para observar algunos detalles de los cambios bruscos de los bordes de la ima-
gen. Se tienen en un subment dos alternativas en X y en Y, donde la primera resalta los bordes
en direccion vertical de x y la segunda resalta los bordes o cambios en direccion horizontal de y.
En fin esta opcidn es como si se estampara la imagen sobre un lienzo.

Deteccion de Bordes. Esta opcidn es similar a la anterior, la diferencia es que aqui solo se
resalta los bordes de lo que hay en la imagen, el resto de ella se pasa a un color oscuro. Se tienen
dos direcciones de deteccion en X que detecta los bordes verticales y en Y que detecta los bordes
horizontales. Una operacion AND en la Calculadora de Imégenes obtendria los bordes en todas
las direcciones de la imagen al pasar los bordes X e Y por esa operacion logica. El resultado de
esta opcion puede ser muy oscura por lo cual con la modificacion de su brillo se resaltara aun
mas los bordes detectados.

Brillo: Esta opcion nos permite modificar el brillo existente en la imagen, es decir, si nosotros
tenemos una imagen muy oscura esta opcion nos permitira aclararla o bien oscurecerla si es que
estd muy clara. La forma de lograrlo es saturar los pixeles aumentando de uno en uno sus valores
para aclararla o bien reducirles su valor de uno en uno para oscurecerla. Al elegir esta opcién nos
aparecera una forma donde la parte superior se muestra una secciéon sobre la que se aplicara esta
opcion y abajo un indicador deslizante que dando clic sobre y manteniendo presionado el boton
izquierdo del rat6on podremos verla de derecha para aclarar e izquierda para oscurecer y a un
lado se muestra el valor que se va tomando, donde para aclarar son 255 valor maximo y o valor
minimo para oscurecer en el intervalo de tonalidades que puede tomar un pixel en sus canales.
Al final solo bastara con Aceptar para que el resultado se visualice en otra ventana o bien Cance-
lar esta opcion sin hacer nada. También el brillo se puede modificar multiplicando una constante
a los pixeles de la imagen. En la forma se puede también seleccionar esta forma y al hacerlo se
activara una casilla donde podra ingresar valores de nimeros reales entre cero y uno para oscu-
recerla y mayores de uno para aclararla. La diferencia entre estas dos es que por suma de uno en
uno a los pixeles la imagen se satura rapidamente y pierde sus colores y contrastes, mientras que
por multiplicacion de constante esas caracteristicas se respetan un poco mas.

Aclara por Seno: Esta opcion a través de una funcién trigonométrica que es Seno, la imagen
se aclarara. Una caracteristica de esta funcion es que aclara méas las partes donde haya pixeles
algo claros y los pixeles oscuros se respetaran. En otras palabras esta opcién aclara mas las zonas
con menos cambios bruscos de tonalidades y las zonas oscuras las modificara poco.

Oscurece por Coseno: Esta opcion trabaja bajo la funciéon Coseno, al aplicarla sobre la imagen
oscurecera mas las zonas oscuras y las zonas claras las aclarara mas con lo cual se logra un au-
mento también de contraste de los objetos o células que existan sobre la imagen.

Potencia: Al dar clic en esta opcion se nos abrira una forma de didlogo la cual nos muestras las
opciones para aplicar una potencia a los pixeles de la imagen y arrojando con ello oscurecerla o
aclararla. Se aclarara mas cuando se seleccionen valores reales entre cero y uno y se oscurecera
mas cuando los valores sean mayores que uno. Se tiene la opcién de Personalizado donde podra
ingresar sus propios valores para escoger el que mejor se adecue a las necesidades del cambio de
la imagen. El programa solo acepta valores expresados en niimeros reales.
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Oscurece por Cuadratica: Practicamente es una opcion similar a la anterior pero aqui ya se
define que sea la potencia dos o cuadratica. Los pixeles mas oscuros son los que se afectaran mas
por esta opcion.

Contraste Global: Al seleccionar esta opcion nos mostrara un cuadro de didlogo en el cual a
través de un indicador deslizante podremos modificar el contraste de la imagen, asi como un
boton para Reiniciar el indicador por si queremos volver a empezar a modificar el contraste de la
imagen actual. El contraste resaltara los tonos claros y los tonos oscuros y los diferenciara entre
si.

Contraste: Esta opcién a través de los filtros vecindad resaltara los bordes de la imagen sin
alterar el resto de pixeles que exista en la imagen.

Limpiar Basura: Esta opcion a través de un umbral que se definira y por medio de un indica-
dor deslizante que convertira los pixeles en blanco los que estén arriba de ese umbral y los que
estén abajo no se modificaran, esta opcion ayudara a eliminar algunas imperfecciones de la ima-
gen, que junto con el Contaste Global dejaran limpia las células que tienen pixeles mucho mas
oscuros por la basura que el objetivo pueda tener al momento de obtener la autoradiografia en el
microscopio.

- Menu Ventana
Iﬂ, Histogramas L4

Yentanas Divididas

Wentanas en Cascada

Wer Calibracian

Ver Histograma
'¢' Wer Edicion por Puntos
'@' Ver Edicidn por Regidn
Jj Yer Editor de Textao

%’J Cryostat-Crnl 100 Leica, jpg

#_"",J imagenes 004, kF

Ahora pasemos al penultimo menid de nuestro programa, el cual tiene procesos importantes en
los procesos histologicos.

Histogramas: Al elegir esta opcion se mostrara un subment con tres opciones de histograma:
el Normal, el Absoluto y el Logaritmico. Para empezar diremos que un histograma nos muestra
por medio de un grafico de barras la cantidad de pixeles que estan en los diferentes niveles de los
tres canales, aparte los grises. Ya que para representar los diferentes rojos posibles en nuestras
imégenes de 24 bits se tiene 255 tonalidades diferentes y que asi en los 3 canales mas los grises,
aunque claro la representacion de su grafico se hacen por separado.

a).- Histograma Normal: Es aquel histograma donde los valores de frecuencia de los 3 cana-
les se ajustan en el grafico, donde se visualizaran por medio del valor mas grande alcanzado en el
tono de los 3 canales RGB. Ahora bien ¢por qué el ajuste? Esto es debido porque los valores son
pintados en un grafico con una altura determinada y si graficamos los valores sin ajustarlos po-
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demos salirnos del grafico y perderiamos la esencia del histograma, es por ello la necesidad de
un valor de ajuste y lo que hace la diferencia entre los 3 tipos de histogramas.

b).- Histograma Absoluto: Aqui el histograma, los valores de frecuencia son ajustados por
cada canal y por su maximo valor alcanzado en ese mismo canal.

c).- Histograma Logaritmico: Este trabaja de manera similar al Absoluto con la diferencia
que los valores de frecuencia se amplian o hacen crecer, ya que en ocasiones la grafica resultante
del Absoluto es muy pequena y no se nota con claridad los valores, o bien puede haber un valor
muy alto en un tono y los deméas pequeiios y que al graficarse solo se observaria el de mayor tono
y los demas se verian muy poco. Obsérvese tan solo la Fig. 1.6 donde los valores son muy visibles
en este tipo de histogramas.

. Histograma Absoluto ] x|

~LCanales de color————

Canales a analizar en el
Histograma Canales qud se El cursor cambia

m prnuestrm _|__ sohbre el histograma
| verde g
___Azul Y
7

0 123 255
~Infarmacion Adicional
Mivel 97 Cantidad de Intenzidad 1988 Datos del canal en los
Canal a zaber Cantidad Pixeles 270000 diferentes niveles
Intenzidad | Promedia de Intensidad 97.0824

Dezviacion Estandard de Intenzidad 343952

—Higtograma a realizar

Marmal | Abzaluto | Logaritmico |

Promedio [de Grizez] de la region seleccionada + SEM = 97 0824 + 0.0662 = 97,1486
Informacion adicional de Ta

Cerrar | imagen o por region seleccionada

Fig. 1.6 La Forma del Histograma en modo logaritmico

Ventanas Divididas: Lo que hace esta opcion es colocar todas las formas o ventanas de las
imagenes en forma dividida dentro del programa, es decir, las acomoda de tal forma que todas
las imagenes abiertas sean visibles.

Ventanas en Cascada: Esta opcidon permite colocar las imagenes unas tras otra, de tal manera
que solo sea visible su nombre o titulo y una pequena porcion izquierda y superior de la imagen
para poder reconocerlas todas.

Ver Calibracion: Permite visualizar la forma de la Calibracién de la Curva si es que de momen-
to desaparece por manipular alguna imagen.
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Ver Histogramas: Visualiza en pantalla la forma de Histogramas como la de la Fig. 1.5.

Ver Edicion por Puntos: Visualiza en la pantalla la forma de Edicion por puntos, llamado
PSagefh, que veremos mas adelante.

Ver Edicion Por Region: Visualiza la forma de Edicidon por Region, llamado RSageth, que
mas adelante veremos.

Ver Editor de Texto: Visualiza la forma del Bloc de Notas o Editor de Texto interno del siste-
ma Sagefh, llamado TSageth.

Imagenes Abiertas: Después del ment Ver Edicion por Region viene una linea que separara el
menu de las imagenes abiertas. Con tan solo dar clic en alguna de esas opciones se visualizara la
imagen que tenga dicho nombre en el menud de imagenes abiertas.

-Menu Ayuda
¥ Conkenidao

Acerca ...

Lenquaje L

Por tultimo veremos el Menu de Ayuda y que tiene solo dos alternativas.

Contenido: Esta opcion nos desplegara la ventana de ayuda del Sistema Sagefh donde se mues-
tra las principales funciones del programa.

Acerca: Al elegir esta opcion nos mostrara la informacion de copyright, nombre y programador
de nuestro programa Sagefh.

Lenguaje: Esta opcion nos mostrara un submentt donde podremos cambiar el idioma que usa
la interfaz de Sagefh. Se muestran 2 idiomas comunes el Espafiol y el Ingles, se tiene la opcion de
poder cargar otro lenguaje que el usuario haya creado al modificar algunos de los archivos ya
establecidos. El proceso de usar otro lenguaje diferente al espafiol e ingles es modificar alguno de
los archivos que ya existen y después cargarlo con la opcion Otro del subment Lenguaje.

La Barra de Herramientas

Ahora pasaremos a explicar el funcionamiento de cada una de las opciones de la barra de herra-
mientas y de los cuales muchas de esas opciones ya se explicaron en los menis correspondientes.

=2 <A inEeReRall [ PRI R
1T 2 3 4 5 & T 8 g m 1 12 13 14 15
Fig. 1.7 La Barra de Herramientas de Sagefh

1.- Es el mismo que Nuevo del Ment Archivo.

2.- Es lo mismo que Abrir del Ment Archivo.

3.- Es lo mismo que Guardar del Menu Archivo.

4.- Es 1o mismo que Deshacer del Menua Edicién.

5.- Es lo mismo que Seleccion Cuadrada libre del Menu Edicion.
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6.- Es lo mismo que Seleccion Circular libre del Ment Edicion.

7.- Es lo mismo que Seleccion Libre con lineas del Menu Edicién.

8.- Es lo mismo que Seleccién Libre del Ment Edicion.

9.- Esta parte nos indica el porcentaje de zoom que tiene nuestra imagen actual que va de 20% a
300%. Para cambiar el zoom de nuestra imagen, bastara con dar un clic con el botén derecho
del raton y seleccionar el nuevo porcentaje, ya sea para incrementar o reducir el tamafio de la
imagen de manera temporal. Para mas detalles revisar la seccion Contenedor de Imagen.

10.- Edicion por Punto. PSageth (Valores por punto) Ahora explicaremos como funciona esta
opcion de nuestro programa. Para empezar diremos que esta forma nos permite recabar infor-
macion exacta de la imagen que se estd analizando, para llevar un control de ella para futuros
analisis y referencias. La Edicién por punto es recabar la informacién de un pixel determinado
de la imagen, guardandose sus coordenadas x e y, su valor de gris y el nombre de la imagen de la
que se obtiene, ya que la forma puede almacenar varios valores de distintas imagenes. Los ante-
riores valores se guardan en las columnas nombradas ya previamente en el programa Para poder
trabajar con ella cuando se elige la opcién Edicion por Puntos aparece una forma como la de la
Fig. 1.8, y acto seguido la podemos mover haciendo un clic con el boton izquierdo del ratén sobre
la barra de titulo y mantenerlo presionado para asi moverla de tal forma que podamos ver la
imagen de la cual queremos tomar los valores. Después daremos un clic en cualquier parte de la
imagen de donde queramos tomar el valor y automéaticamente se almacenaran los valores en la
forma de Edicion, asi se hara sucesivamente hasta tenerlos todos y después guardarlos.

B Edicion de valores - Por Puntos - PSagefh =10l x|
archivo  Edicidn Menu
A | B I € | D =
1  |Posicion ¥ Posicion ¥ “alor Momb. de la Imagen | _|
pi A34 B3 81.6667 Sin Titulo 241
3 478 242 176 HY3ITMS. tif
4 arf 195 178 HY3ITMS. tif
5 1056 304 170 HY3ITHE tif
6 853 287 122 Standar T18-20.tif
7 E30 275 172 Standar T18-20.tif
8 ! Area de trabajo i
1_!1[\ Haja 1 4] | Barrade Es’tadoLl_‘
| cokt | Renid | | mum  |pe dlick en cualquier parte de laimac

Fig. 1.8 Interfaz de la Forma Edicion por Puntos PSagefh.

Esta forma también cuenta con unas sencillas opciones en la barra de Mends.

H Guardar Menu Archivo: Cuenta con 2 opciones, Guardar que permite
guardar los archivos de nuestra forma de Ediciéon por Puntos en
Cerrar  Chr+F4 formato Texto o bien en Formato de Microsoft Excel y Cerrar
que cierra la forma de Edicion.
c',’é. Copiar
Pegar
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Menu Edicion: Cuenta con 5 opciones importantes en el trabajo de esta forma.

Copiar, permite poner en el portapapeles la informacién que esta en la celda actual o lo que este
seleccionado. Para seleccionar bastara hacerlo manteniendo presionado el bot6én izquierdo del
raton y mover el cursor.

Pegar, permite pegar en las celdas actuales lo que se encuentra en el portapapeles.

Limpiar Celdas, esta opcion permite reiniciar la Forma Edicién por Puntos ya que elimina la
mayor informacién que se encuentre en ella, con excepcion de lo de la fila uno.

Eliminar ultima entrada. Esta opcién elimina los altimos valores que el usuario obtuvo con
el altimo clic que hizo sobre la imagen, es decir, se borra la altima fila ingresada.

Datos Adicionales, esta es una de las opciones importantes dentro de esta forma ya que se
obtienen valores finales de los datos que se ingresan, dentro del area de trabajo y separado de
una fila en blanco de la tltima fila de datos, datos adicionales muestra el Promedio de los valores
de grises de los puntos dados, su desviacion estandar SD, y los valores maximo y minimo alcan-
zados en esos valores. Esta informacion sera til para méas estudios de la imagen auto radiografi-
ca. Todos estos valores son mostrados en el area de trabajo.

En cuanto a su Barra de Estado nos muestra en Columna y renglon donde nos encontramos,
asi como indicadores MAYUS que se activa cuando la tecla maytsculas esta activada, NUM
cuando el teclado numérico esta activado y el mensaje de que se puede dar clic sobre cualquier
parte de cualquier imagen para obtener los valores, X e Y del pixel, su valor de gris y el nombre
de la imagen.

11.- Edicion por Region. RSagefh (Valores por Region) Esta opcion trabaja de forma similar a
la opcién anterior, pero con la diferencia que no se toman los valores de un solo pixel, sino de
toda una regién que seleccione el usuario. Al elegir esta opciéon aparecera una forma como la de
la Fig. 1.8, pero dentro del Area de trabajo, apareceran las columnas nombrada como: Muestra,
Cuadro Experimental, Region, Promedio, SEM, Fmol/mg y el nombre de la imagen; las primeras
3 opciones son llenadas por el usuario, las demas el programa las obtiene. Al aparecer esta for-
ma, se hace a un lado y se empieza a seleccionar en forma libre la regiéon de estudio y automati-
camente cuando se cierra la seleccion los datos apareceran inmediatamente, el promedio de gri-
ses de la region seleccionada, su Error Estandar, su valor de fentomoles sobre miligramo de teji-
do y el nombre de la imagen. El valor de fmol/mg se obtiene directamente de la curva calibrada
por lo cual se debe hacer previamente, de otra manera se obtendra un dato erréneo; el valor que
se obtiene de ahi donde el promedio de grises se busca en el eje x y el valor correspondiente en y
es el valor fmol/mg. Los Menus que aparecen en esta forma son idénticos a los de Ediciéon por
Punto a excepcion el de Datos Adicionales el cual aqui no se usa y por consiguiente aparecera
deshabilitado.

Usted podra usar las dos formas de la manera que guste, pero no al mismo tiempo aunque puede
alternar entre ellas sin que pierda los valores que haya insertado previamente, ademas para se-
leccionar una nueva region igual, debera dar un clic previamente para quitar la seleccién hecha
en la region anterior. También se tiene una barra de estado similar a la de PSageth solo cambia el
mensaje para poder seleccionar cualquier region de la imagen para obtener los valores.

12.- Tomar Escala. Ahora bien en muchas de las imagenes que utilizamos queremos a veces
medir algin objeto y en la imagen aparecera una escala que se puso previamente y que nos dice
cuanto vale una cierta medida en el grafico.
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Fig. 1.9 Imagen con su escala tomada en el microscopio.

Obsérvese en la Fig 1.9 las dos escalas presentes de 30 y 5 micras y que son de diferentes image-
nes. Aqui la opcion tomar escala nos permite medir el largo de la linea oscura y con ello asentar
una escala para asi pasar a la medicion de algin objeto con dicha escala.

Al elegir esta opcion daremos un clic en el inicio de la linea oscura o la que represente la escala
en la imagen y moveremos el cursor al final y daremos otro clic y con ello aparecera una forma
Fig. 1.10 la cual nos mostrara ya la informacion tomada en la parte que dice Medidas de la Esca-
la, ahi la distancia entre pixeles de inicio y fin de seleccién, Distancia que representa con base a
la escala por decir 30 um o 5 um y por ultimo la Unidad de medida usada que puede ser cm, mm,
um o nm entre otras, estas dos tltimas pueden ser modificadas por usted para sacar ajustes a las
medidas que se tomen después. Como en la Fig. 1.10 donde tomamos la escala de las 5 micras.

13.- Tomar medida en base a la escala. Ahora bien, después de haber hecho nuestra medi-
cion de escala pasaremos a la medicion del objeto que queramos en nuestra imagen. Para elegir
esta opcion se presiona el boton 13 de la barra de herramientas o bien clic en el boton Medir de
la forma de Calibracion de la Escala.

{_:I- Calibracion de la Escala 1

—Medidaz de la Escala

Digtancia en Pixelez 221

x|
o
S |
|

Cerrar

Aceptar
Distancia que representa |5

IInidad de medida uzada |4M

—Rezultado de la medician en baze a la ezcala—

tedida realizada en pixeles  |454 0071

1

Distancia que representa 10.2715 um

Fig. 1.10 Forma de la Calibracion de la Escala, con datos de la Fig. 1.9 en donde aparece la escala 5um y en
el resultado se midi6 el ancho que representa la imagen que esta arriba de la escala de 5 um, hecha a ta-
maiio real de la imagen.

Al momento de escoger alguna de esas opciones anteriores, se quitara la forma y mediremos de
forma similar que cuando tomamos la escala, un clic al inicio y otro al final y que con este apare-
ce nuevamente la forma y mostrara su medicion en la parte Resultado de la medicién en base a la
escala.

14.- Adicionar Texto a la Imagen. Esta opciéon como su nombre lo dice coloca texto en la
imagen. Al seleccionar esta opcién aparecera una forma donde escribiremos nuestro texto a co-
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locar e incluso hasta darle formato de color de fuente, tamafio y tipo, asi como con fondo de color
o transparente. Al tener nuestro Texto ya listo solo daremos en Aceptar y automéaticamente se
mostrara el texto en la imagen y después lo podremos mover hasta dejarlo donde queramos; al
final solo se dara enter para aceptarlo definitivamente en la imagen, de hecho al Aceptar el texto
es como si se hubiera pegado una nueva imagen, en este caso seria el texto, por consiguiente se
trabaja de forma similar como si se hubiera pegado una imagen. El comportamiento y pegado del
Texto es similar al método de Pegar de una imagen.

15.- Es lo mismo que Imprimir del Menu Archivo.
La Barra de Estado
Ahora pasaremos a la parte de nuestro programa que nos dice la situacion actual del Sistema

Sageth, que es la barra de estado, la cual se divide en 2 partes. La primera de ellas es sencilla ya
que solo nos muestra la ubicacién del directorio y nombre de la imagen actual de trabajo.

|D:\Documents and SettingstJuan CarlosiMis documentos) TesisEscritalImages Tesis\HY LTTE.EF o
[ %589 | 155 1640x562 || Ri253 | @253 [ Bizss | mom | De click en Archivo -
Fig. 1.11 La Barra de Estado de Sageth.

La segunda barra de estado esta dividida en 9 casillas, tal como vemos en la Fig. 1.11la casilla1y
2, nos muestran las coordenadas (X, y) actuales donde se encuentra el cursor sobre la imagen que
se esta visualizando, la casilla 3 nos menciona las dimensiones de Ancho x Alto respectivas de la
imagen sobre la cual trabajamos. Esta medida cambia segtin la ventana de la imagen. Las casillas
4, 5y 6 nos muestran una descomposicion de los canales Rojo, Verde y Azul, (del inglés RGB) del
pixel donde se encuentre el cursor en la imagen. Cuando se tienen imagenes en gris los 3 valores
son iguales. La casilla 7, muestra si esta activado el teclado numérico el cual nos facilitara las
cosas al insertar datos en la Calibracion de la Curva. La casilla 8 nos indica el avance progresivo
cuando se realiza alguna operacion de filtro en la imagen, incluso hasta el cursor cambiara su
forma de un reloj de arena y cuando se finaliza el proceso se reestablece el cursor limpiando el
indicador. El progreso se ve con una franja azul.

Por 1ltimo la casilla 9 solo nos indica el mensaje de Dar clic en Archivo para abrir otra imagen u
otro mensaje necesario para el Sistema Sagefh.

Todas estas opciones nos ayudan a ser mas eficientes en nuestro programa, ya que los valores
RGB y la posicion de pixel nos ayudara a determinar posibles cambios entre imagenes similares.

El contenedor de Imagen

El contenedor de imagen es precisamente la forma donde se carga la imagen que seleccionamos
con el Ment Abrir o toda aquella que se obtiene de una original al ejecutar un proceso. El en el
contenedor de imagen también realizamos las selecciones de todo lo que hay en el grafico para
poder estudiarlo a detalle.
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Aumentar Tamario
Disminuir Tamario

Zoom 20%:
Zaoorn 0%
Zoorn B0%:
Zoom 0%
Tamario Real Zoom 100%:
Zaoorm 120%:
Zoormn 150%:
Zoom 170%
Zoom 200%%
Zaoorm 250%:
Zaoorn 300%:

También en el contenedor de imagen tenemos un mend, que aparece cuando damos clic con el
bot6én derecho del raton.

Aumentar Tamaito: Hace un zoom a la imagen actual pasando del porcentaje actual al que
sigue, es decir, si tenemos 100% y hacemos Aumentar Tamano pasaremos al porcentaje 120%.
Disminuir Tamaito: Es similar a Aumentar nada mas que aqui se disminuye el zoom y por-
centaje.

Zoom 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 170, 200, 250 Yy 300%: Estas opciones de forma
independiente cada una realizan la funcién de aumentar o disminuir el tamafio de visualizaci6on
de la imagen actual (efecto de zoom). Para lograr esto, se multiplica el ancho y alto por factores
iguales definidos segiin corresponda al zoom.

Del 20 es 0.2, del 40 es 0.4, del 60 es 0.6, del 80 es 0.8, del 100 es 1, del 120 es 1.2, del 150 es 1.7,
del 170 es 1.7, del 200 es 2, del 250 es 2.5 y de 300 es 3, esos factores se multiplican en el ancho y
alto de la imagen y asi se visualiza la imagen aumentada o reducida segin el zoom escogido.
Cerrar seleccion Actual: Esta opcién solo estara disponible cuando se este realizando una
Seleccion libre con Lineas, o Seleccion Libre y sirve precisamente para cerrar el poligono de se-
leccion y asi ya no sera necesario unir el punto inicial con el final de forma manual, ya que con
esta opcion se hace de manera automatica. Esta opcion es muy indispensable cuando se realizan
selecciones muy detalladas.

Con todas estas opciones y descripciones se espera que usted como usuario pueda desempenar
de una manera mas exacta con el Sistema Sageth, sus célculos en el anélisis morfologico, histo-
l6gico y métrico de los autoradiografias tomadas a cortes milimétricos de tejido animal, para asi
descubrir nuevas soluciones a enfermedades que a los humanos atanen, como la esquizofrenia,
que es uno de los tantos estudios que se realizan en Instituto de Fisiologia de la Benemérita Uni-
versidad Autonoma del Puebla.
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