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1. O AxioVision: principios

A aquisi¢do, pelo cliente, de qualquer camera para microscopia optica junto a
Carl Zeiss, implica no envio de um DVD com o software AxioVision como parte do kit.
A principio, o DVD contido na embalagem corresponde a tultima versao do AV
disponibilizada pela Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha.

Para cada nova versao do AV lancgada, hd apenas um tipo de DVD existente, sem
variantes - o que difere a versao normal (vendida ao cliente, com mddulos especiais) da
versdo LE (Limited Edition, parte integrante do kit da camera) é o Dongle (chaveiro

USB) que libera as licencas de uso.

=i AxioVision I= AxioVision LE
File Edit View icroscope  Acquisiton Pro File Edit View quisition  Processing Anr
A | .
B ~ . N IF\ : F [F\
New Open OpenlInfage Browser : OpenImage Browser
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Live Snap Propertes HDR = Manual Multicolor @ Live Properties Sce
Workarea X Workarea X
a Microscope ~ @ Cameras
@ Cameras 123 Scalings
(=) Incubation -0 HOR
(=™ ApoTome -8, Multidimensional Acquisition
&L VivaTome & /A) Image Processing
23 Scali N
,'_:' Scalings v &L Evaluate

Figura 1.1 - AxioVision e AxioVision LE

As principais ferramentas ausentes na versao LE sdo:

e comunicacdo com microscopios motorizados e/ou codificados (MTB ou
Microscope Configuration);

¢ plugins para incubadora, médulo CO2, controle de temperatura, entre outros;

e funcdes de relatdrio (Report) e prancha (Splitter);

e medi¢des e anotacdes relevantes, tais como contagem de eventos e setas
indicadoras;

¢ moddulos especiais.

Entretanto, o AV LE permite a operagdao de cameras AxioCam em modo live
com possibilidade de tratamento de cores, captura de imagens, medicdes bdasicas
(distancia, area e angulo), transporte de valores de medidas para planilha e salvamento
de imagens em diversos formatos sem quaisquer diferencas em relacdo ao AV
licenciado.

Antes de iniciar a instalacdo do AxioVision, certifique-se de que o computador,
além de possuir os requisitos minimos (descritos no verso da embalagem do DVD,
tenha também a porta para conexdo da camera adquirida (IEEE 1394B para AxioCam
ICc5, USB 2.0 para AxioCam ERc5s, IEEE 1394 A para as demais).
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2. Como instalar ?

Insira o DVD enviado com o kit da camera no leitor do seu computador. A tela
representada na figura 2.1 (abaixo) abrir-se-4 automaticamente. Caso isto ndo ocorra,
acesse o Windows Explorer e dé um duplo-clique sobre a unidade de disco
correspondente ao DVD (conforme figura 2.2).

¥ Carl Zeiss AxioVision Installation

Release 4.8. 1

3rd party Drivers

Extras

Figura 2.1 — Instalagdo do AV, inicio

Pastas

@ Desktop
[+ ia Meus documentos
=9
% Disco local (C:)
B Product DVD 34 (D2)
# -0 removivel (E:)
# G* el de controle
# \3 Meus [oMQg de rede
y Lixeira
Figura 2.2 — Instalagdo do AV, via WinExplorer
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Siga os passos da instalagdo preenchendo os campos requeridos. Na tela de
selecdo de programas a instalar, marque as op¢Oes AxioVision e MTB2004 conforme a

figura 2.3.

i’%l Carl Zeiss AxioVYision Rel. 4.8.1 - InstallShield Wizard

Custom Setup
Select the program features you want installed.

Click on an icon in the list below to change how a feature is installed.

Feature Description
=) ~ | Basics ~ ' 5
X ~ | Carl Zeiss Micro Toolbox
MTB 2004

X -
Nza—rl—zass Products
= X vI Additional Products This feature requires 0KB on
_X_~| Carl Zeiss Axioset ~ | your hard drive.

= Qvl Cameras and Framegrabbers
X ~| Carl Zeiss AxioCam

M me T/

[ £

s Mol Faica AL

Cancel ]

Jl next> ||

e

Figura 2.3 — Selecdo do software

Se a camera adquirida pelo cliente for uma AxioCam ou AxioCam IC, marque a

opcao correspondente conforme a figura 2.4.

= Qv] Cameras and Framegrabbers
Carl Zeiss AxioCam

5 feature will be installed on local hard drive.

Figura 2.4 — Sele¢do da cdmera

A instalacdo de uma AxioCam IC, quando do passo seguinte a selecdo dos
programas a instalar, exige a instalagdo de um driver especial, através do aparecimento
de uma tela extra (conforme figura 2.5). Certifique-se de que o checkbox indicado estd

marcado e prossiga a instalacdo.

CZBR, Novembro 2013
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



&4 Driver Installation Utility -

Please set a checkmark nearby all cards that shall be used by FirePackage:

=[P Al 1384 cards
[¥] Cardo(Barramento PCI 2, dispositivo 4, fungdo 1): OHCI Compliant IEEE 1334 Host Controller

[” Install Microsoft Driver for others | Install I Cancel

Figura 2.5 — Driver INTEK para AxioCam IC

Se o processo de instalacdo apresentar mensagem de erro de certificado,
selecione a opcdo Continuar Assim Mesmo (Continue Anyway) e siga com a
instalacao até o seu término.
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3. Operacao basica

Na édrea de trabalho do Windows, dé um duplo-clique no icone AxioVision Rel.
4.8, conforme figura 3.1.

r:".,

AxioVision Rel. 4.8

Figura 3.1 — AxioVision, acesso

Ap6s o carregamento do programa, a tela inicial apresentar-se-4 de acordo com a
figura 3.2, abaixo.

Para acessar as principais ferramentas essenciais a operacdo, € recomenddvel
abrir uma barra de controles vertical denominada Workarea clicando no local indicado:

B Axio¥ision Lt

He Rt Wew Atquaten risrg  AneTTen Mo B il Atk Wndew  Hop
: L.} A A ECR = & 4 N o a u - | C =
i upsrimsze Lrowser tavef: | Peoea | HOL LopyRUL WUt Copy Paste e tep Soskeoar =it | havgator Werkaves gblev
I = ] L] i 1 L -
i Uvc Srep Podzrtes | Urs ng | £algs | <o noth a1 n> 3

e e e | e

Figura 3.2 — AxioVision, tela inicial

As barras de ferramentas horizontais, na parte superior da tela, podem ser
abertas e alteradas de acordo com as preferéncias do usudrio, com mais flexibilidade se
o AV for a versao licenciada (e ndo a LE). Para abri-las ou fecha-las, basta clicar com o
botdo direito na regido das barras ja abertas e selecionar a barra desejada.

Na barra de controles vertical aberta pela ativacdo da Workarea, dé¢ um duplo-
clique no item Camera — que mostrard, como subitem, a camera conectada ao
computador. Selecionando a cdmera mostrada com um simples clique, as funcdes de
ajuste da imagem ao vivo far-se-ao disponiveis na parte inferior.
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Antes de trazer a imagem ao vivo a tela, conforme a figura abaixo, deve-se levar
em conta que:

® a qualidade de imagem que o usudrio tem na observacdo pelas oculares deve ser
transferida para a cdmera e a partir deste ponto pode-se tentar, se aplicdvel,
melhorias digitais;

* ma qualidade de imagem obtida nas oculares dificilmente serd mascarada com
tratamento digital. Tudo depende da origem, ou seja, do que € visto nas oculares;

® podem ocorrer algumas variagdes de intensidade luminosa entre os meios
visuais devido ao tipo de tubo binocular usado (50/50, 70/30, 80/20, 100/0), ou
por ajustes realizados no microscopio;

® ndo hd coeréncia em tratar uma imagem ja fotografada se houver possibilidades
de se obter a mesma imagem novamente a partir da camera, que por sua vez
advém de uma boa origem - as oculares.

I AxioVision

File Edit View Acquisition Processing Annotations Measure Evaluate Archive Commander Tools Window Help

D 2, B B G| 3| xhallfla w & o PDEPE e =
© Mew Open Openlmage Browser Save | Frint | Cut Copy Paste |Live |Snap Scalebar Text — Mavigator |WorkFlow | Workarea | Splitter Gallery
2 T % »
; Ap e 4y % A & S & X 2 N o o =] e O
‘| Select | Length Line Distance MultiDistance Calipers Multi Calipers Point relative Points relative  Curve Curve Spline  Outline  Outline spline  Rectangle  Alig. Rectangle Circle  Circle Out-Ir

Workarea X - 5 f
I | ¥ AxioCamHR: Live @
=@ Cameras Lo u
B AxioCamHR =l
e b AL Normal View (1:1)
’ Adjust | Frame | General | Auto Zoom
AxioCamHR: Exposure zoomin g
ims 600s ZoomOut 4
R R R R R RN R §
2ms “S-J | P’ R + Zoom 7
10% 200% 2 -zoom F8
100 % \1] N aam - =
[— =
3 Ruler
Automati
[ Automatic < Cross Marker OnfOff
[
AxioCamHR: White Balance / Live tool bar OnfOff
[ nteractive.. | [ azook | S 7 HideLive tool bar text

|Z| Live status bar OnjOff
Spot meter/focus bar OnjOFf
‘

Restart focus bar

Cyan Q]?,'Red

Magenta @ <ll| = @ Green

Yellow _\4\] - @ Elue

Histogram

Close after Snap

2 Live Properties

Slow

Medium

a W, a =1

; ‘ &
: Snap Slow Exposure ‘White balance A. Best Fit A, MinfMax G. 0,45 OverExp.
I 2 Pixel vl

Fast

= 4

Bl workflow [ Workarea

1

s Iniciar

2.2fps |1380,44 [

Figura 3.3 — Workarea e Live view
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)

. - Live . . . ... -
Clique no botdo para exibir a imagem ao vivo, que, inicialmente, ndo

estard ajustada. Neste momento, nao se recomenda novo ajuste via microscépio - se

a imagem no bindculo € vista a contento como exposto nos itens acima, a imagem ao

vivo, portanto, deve ser posta nas mesmas condi¢des através dos comandos de software.
Adjust | Frame | General

Clique no botdo fledae localizado na aba  AxioCamHR: Exposure (g
Workarea (lado central esquerdo da tela) e observe o tempo (em milissegundos, ms)
retornado pela cadmera. O tempo indicado, quando usando técnicas simples de
microscopia de luz transmitida, deve estacionar em torno dos 3ms.

OBS: no uso de técnicas avangadas de microscopia (ex: fluorescéncia, DIC e
polarizacdo), o tempo de exposicdo requerido para a formacdo das imagens serd
usualmente mais alto. De todo modo, leve em conta apenas que a imagem vista no
bindculo tem de estar boa.

Se as dicas anteriores em relacdo a imagem vista nas oculares foram seguidas e
ndo ha imagem ao vivo, verifique se o cursor do tubo binocular (se presente, ¢ uma
alavanca na lateral direita do bindculo) esta posicionado para visualiza¢do via camera.

Na parte inferior da janela da imagem ao vivo, clique no botdo Linear.

< 2 K| k
A, Best Fit A, MinfMax |Linear | G. 0.45 l

Figura 3.4 — Linear, imagem real

Nesta condicdo, garante-se que a imagem exibida ndo tem qualquer tratamento
digital por enquanto, ou seja, a imagem € fiel a vista nas oculares. Os demais pré-ajustes
acima ilustrados (Best Fit, Min/Max e 0.45) introduzem sugestdes de melhoria a
imagem, mas ja indicam a utiliza¢do de tratamento digital. O acionamento destes é de
preferéncia do operador, de acordo com a necessidade de melhoria exigida.

AxioCamHR.: White Balance

| mteractive.. | | 3200k |

l Autormatic J

Cyan {7 -sll| | 1.13 | o= @ Red

Magenta @ 41| 1.53 | = @ Green

Yellow «1| 0.35 | e @ Blue

Figura 3.5 — White Balance

CZBR, Novembro 2013 9
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



O préximo passo consiste em ajustar o balanco de branco da imagem ao vivo

(conforme figura 3.5). Clique no botdo , localizado no campo White

Balance (logo abaixo das funcdes do campo Exposure usadas anteriormente). O
software tomard como referéncia a média das dreas brancas presentes na imagem e
aplicard o balanco de branco. Se necessdrio (ex: imagem aparentemente escura),
aumente o tempo de exposi¢cao (via cursor ao lado do tempo em ms) e repita o balango
de branco. Se ndo houver dreas claras suficientes para tomada de referéncias, o branco
ajustado ndo serd o ideal, apresentando, em muitos casos, tons rosados ou azuis. Se isto
ocorrer, clique no botdo Interactive e escolha, com o cursor do mouse, um pixel branco
(drea da imagem sem material) ou preto.

~ 3200 K . . .
O botao zera qualquer ajuste feito anteriormente e assume a

temperatura de cor da fonte de luz do microscépio.

~ Cyan & .= 0.99 v @ Red - 1.42
Os botoes i - - : Magenta @ -l | Green;

Yellow & ] - # Bl .
ellow ' -ll] | 0.5 | Jo= He (ativados pelo checkbox Show Channels), sao

comandos que realcam cores individualmente e que, se utilizados em excesso,
desbalanceiam as cores originais. Pode-se também lancar mao do Color Offset, que
puxa a cor do fundo para tons azulados ou amarelados.

OBS: se usar o Color Offset, ap6s obter a fotografia clique no botdo Reset
abaixo do cursor. Isso garante que as proximas imagens nao serdo pré-influenciadas por
quaisquer ajustes anteriores do fundo.

Feitos os ajustes de Exposure e White Balance, ja é possivel colher a imagem
para os trabalhos subseqiientes (e desde que ndo se deseje executar ajustes adicionais
sobre a imagem ao vivo, descritas na sequéncia deste material). O comando usado para
tirar fotografias é denominado Snap e pode ser encontrado em até cinco lugares
diferentes:

na barra de ferramentas horizontal (parte superior da tela);
na parte inferior da janela da imagem ao vivo;

no menu Acquisition;

através da tecla de atalho F3;

na aba Workflow.

Antes da obtencdo da fotografia, no entanto, deve-se selecionar a objetiva em
uso na imagem ao vivo pelo listbox apresentado na figura 3.6, localizado na parte
inferior da tela do Live, para que a escala correspondente seja aplicada.

& obj 10%@res1388 v
&3 obj 100X@res1383

& obj 10%@res1368
Figura 3.6 — Listbox de sele¢do de objetiva

A imagem, entdo, adquirida, ird para uma drea do programa denominada Gallery
(ou galeria).
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4. Comprovando o balanco de cores (opcional)

A verificac@o do balanceamento (ou ndo) das cores pode ser feita observando-se
a propria imagem ou posicionando-se a lamina em uma area vazia e observando-a no
modo Live (conforme a figura 4.1, abaixo).

=1 AxioVision (%]
File Edit View Acquisition Processing Annotations Measure Evaluate Archive Commander Tools Window Help

D =, B | Hd S| ajda W A @ & O | ® =
: New Open Openlmage Browser Save | Print  Cut Copy Paste |Live |Snap Scalebar Text = Navigator |Workflow | Workarea | Splitter Gallery

gx\@qxéqé@AOAOo:u@@”
: | Select | Length Line Distance Multi Distance Calipers Multi Calipers Point relative  Points relative Curve Curve Spline  Outline  Outline spline  Rectangle Alig. Rectangle Circle Circle Out-Ir
l Workarea X]
=@ Cameras

B AxioCamHR

ARN mebim oo

¥ AxioCamHR: Live
- ——

33

| Adjust | Frame | General |

AxioCamHR: Exposure

ims 600s
2 ms “"!J R R R R R R 1 r}
10% 200%

Q"””ll"llk

AxioCamHR: White Balance
[ mteractive.. | [ se00k |

Cyan & ‘QJ?,.Red

Magenta @ -] = @ Green

Vellow O = ®Blue

Histogram

fl : jm]

@ B, @ @,  a [w|lul[o
© Snap Slow Exposure White balance A, BestFit A, Min/Max |Linear | G. 0.45 | OverExp.
-] & el v|

P ) e .

B workflow [ Workarea 5.5 fps |844,356

1

15 Iniciar 8 Q ° B Axiocam HRC ajustes...

Figura 4.1 — White Balance, comprovando

O histograma, na parte inferior esquerda da figura acima, representa a imagem
vista pela camera em uma regido da ldmina sem material (apenas com a iluminagdo).
Nesta condi¢cdo, a representacdo RGB (Red, Green e Blue, cores primdrias que
compdem a imagem colorida) apresenta picos sobrepostos: t€ém as cores, pois, a mesma

intensidade - e por conseqiiéncia o balanco de cores correto, sugerindo um branco
coerente.

CZBR, Novembro 2013

11
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



5. Imagem ao vivo - operacao avancada

Analisando a linha inferior do histograma da figura abaixo, é possivel verificar a
profundidade de resolucdo de cores (em bits) presente na imagem. Os picos de cores,
quando posicionados mais a esquerda, indicam menor intensidade de luz (ou baixa
presenca daquela cor na composicdo da imagem), o que em tese exigiria um aumento de
intensidade luminosa via controle do microscopio.

Histogram

0 [Loa][Skio) 4095

Figura 5.1 — Histograma

Entretanto, lembre-se das citacoes das paginas 7 e 8 (primeiro paragrafo): se
a imagem estiver adequada quando vista pelo binéculo, a funcio classica da
camera é emular o que os olhos véem — o tempo de exposi¢do obtido inicialmente
(com o clique no botdo Measure) provavelmente estard proximo dos 3ms e os ajustes
devem limitar-se ao aumento (ou diminui¢do) gradual deste mesmo tempo (item
Camera, aba Adjust, campo Exposure), conforme ilustrado na figura 5.2.

AxioCamHR: Exposure
1ms 600s

*rrrrrrrrenrraaldl

2ms | el J— =

Figura 5.2 — Tempo de exposi¢ao, ajuste

(]

O botdo LO¥ErEXp. | ' presente na parte inferior da janela da imagem ao vivo, é
uma func¢do auxiliar em que a imagem ao vivo indica através da saturacdo, na cor
vermelha, os pontos de excesso de luz. Poucos pontos vermelhos (como visto na figura
4.1) indicam que os picos de RGB estdo na por¢do direita do histograma, ou seja,
proximo a capacidade méxima de reproducdo de cores da camera - o que sugere
iluminacao e branco ideais para a tomada da fotografia.

A figura 5.3 apresenta outros comandos presentes na janela da imagem ao vivo,

e posteriormente a descri¢do de suas fungdes.

OBS: a barra da figura abaixo, bem como todos os comandos da parte inferior
da janela da imagem ao vivo, podem ser escondidos. Basta clicar com o botdo direito
sobre a imagem ao vivo e selecionar a op¢ao Live Tool Bar On/Off. Recomenda-se ndao
tomar tal acdo.
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a W, 2 D 2 B | kb 0
Snap Slow Exposure White balance A, Best Fit A, Min/Max |Linear | G. 0.45 | OverExp.

Figura 5.3 — Comandos para a imagem ao vivo

¢ SNAP - captura a imagem apresentada ao vivo;

e SLOW - velocidade de atualizacdo da camera, alteravel para Medium ou Fast.
No modo Slow, a imagem ao vivo tem maior resolu¢do, mas responde mais
lentamente a movimentacdo do Charriot. De forma contrdria, no modo Fast a
imagem ao vivo apresenta menor resolucdo e maior velocidade de resposta a
movimentos;

e EXPOSURE - tem a mesma fun¢do de [E, ¢ apenas um atalho;

e WHITE BALANCE - tem a mesma fungdo de , ¢ apenas um

atalho;

e BEST FIT, A. MIN/MAX, LINEAR e G. 0,45 - sdo ajustes parametrizados,
sugeridos pelo software, que atuam no Brilho, Contraste e Gama da imagem ao
vivo.

OBS: a funcdo Linear deve ser inicialmente selecionada, pois representa a
imagem sem qualquer ajuste digital (conforme citado no item 3, figura 3.4).

e OVEREXP. - indicador de excesso de luz;
e PROPERTIES - mostra as propriedades da imagem ao vivo. As funcgdes
pertencentes a este botdo serdo pormenorizadas a parte, no capitulo 7.

Abaixo desta barra de comandos, havera o listbox de selecao da objetiva utilizada
atualmente na obten¢@o da imagem, conforme citado no capitulo 3, figura 3.6.

' @ obj 10%@res1388 v

& obj 100%@res1388
~# obj 10X@res1388
Figura 5.4 — Listbox de sele¢do de objetiva

Nesta lista aparecerdo as objetivas instaladas no microscopio utilizado desde
que se tenha sido feita a calibracio do mesmo.

OBS: caso a aquisicdo da imagem tenha sido feita com a selecdo de objetiva
incorreta e a ldmina ja tiver sido removida do microscépio, pode-se selecionar no item
Scalings (localizado na Workarea, abaixo do item Camera, ou no menu Measure) a
objetiva correspondente a utilizada na fotografia, pela lista de calibracdes disponivel, e
Apply to image

posteriormente clicar no botao
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6. Imagem ao vivo e a Workarea

A barra de ferramentas denominada Workarea compreende trés abas. Além da
aba Adjust, ja detalhada no capitulo 3 e responsdvel pelos comandos bdsicos para
tratamento da imagem ao vivo, pode-se notar a presengca de outras duas: Frame e
General.

6.1 — Aba Frame

O primeiro campo da aba, denominado Camera Mode, permite comutar o modo
de operacdo da camera entre preto-e-branco (B/W) e colorido (RGB), além da resolugdo
da propria camera, conforme a ilustracao 6.1.

Adjust  Frame | General

AxioCamHR: Camera Mode
OBiw (®)RGB

[4164 x 3120 fast scanned color v

AxioCamHR: Frame

[ Refresh Overview

':"' j ., 'n'.‘, S - N

Framestart | 274 | | 124 | Center |

Framesize: |662 ‘ X ’ 590 l[ﬂ[ Full ]

Memory used: 20.11 MB

Bl workflow [ Workarea |

Figura 6.1 — Aba Frame, fungéoes

A aba supra ilustrada mostra, a seguir, o campo Frame, desenvolvido para que
se faca possivel fotografar apenas uma determinada regido da imagem ao vivo,

. L, . . - Refresh Overview
determinada pelo usudrio, como um recorte. Clicando-se no botao [ ] ,a
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imagem vista pela camera € transferida para o campo e, a partir de entdo, define-se o

Framesize: | 662 | x| 590 Bm . o e
tamanho do frame. O comando - disponibiliza

tamanhos pré-determinados. O arraste do quadrante verde pontilhado em torno da
imagem no campo permite o ajuste manual da drea da imagem que serd fotografada.

OBS: a imagem fotografada em recorte especial carrega a escala selecionada no
listbox de objetivas da imagem ao vivo, solucionado casos em que o usuario nao possui
uma objetiva intermedidria, deseja algum detalhe da imagem sem perder a escala de
calibracao e/ou deseja maior detalhamento de estrutura mesmo que a objetiva usada na
fotografia seja a de maior magnificacao presente no microscopio.

a

Logo ap6s determinar a drea desejada, basta clicar em =M

OBS: lembre-se de selecionar corretamente a objetiva correspondente a utilizada

. . . ~ Full .
no momento. E depois de obter a fotografia, clique no botao para garantir que a
imagem ao vivo mostrada volte a ser a imagem integral vista pelo CCD da camera.

6.2 — Aba General

Nesta aba encontram-se funcdes com baixa freqii€éncia de utilizagdo, mais
relacionadas a técnica de microscopia utilizada, dispositivos externos e microscépio no
qual a camera estd instalada. Os campos ilustrados na figura 6.2 sdo descritos abaixo, na
ordem em que sao vistos.

e DIGITAL GAIN - voltado para o uso em Fluorescéncia. Instrui-se ndo altera-lo
para nenhuma das demais técnicas de microscopia. A alteracdo do fator de
ganho da cadmera aumenta a sua sensibilidade a sinais luminosos de baixa
intensidade;

OBS: Para cameras da linha IC, o campo Digital Gain é visto como Analog
Gain, pois elas trabalham com ganhos em base logaritmica.

e [MAGE ORIENTATION - rotaciona ou espelha a imagem ao vivo. Utilizado
quando se deseja casar os movimentos em X e Y do charriot a movimentacao da
imagem, dependendo, portanto, do posicionamento da camera no microscépio e
do préprio microscOpio onde ela estd instalada;

e BLACK REFERENCE - ¢ o contrario do White Balance, pois ajusta o fundo da
imagem para baixos niveis de iluminag@o (como na técnica de Fluorescéncia). O
ajuste € feito somente uma vez, ou seja, suprime-se a necessidade de refazé-lo a
cada imagem colhida. Basta obter uma imagem totalmente preta defronte a

~ . . . ~ Black Reference
camera (ou o mais escura possivel) e clicar no botao [ ];

e SHADING CORRECTION - comando utilizado quando se deseja uniformizar a
iluminacdo e/ou corrigir defeitos persistentes de Optica. E utilizado para cada
[Shading Correction ] deve-

objetiva a ser colocada no caminho 6ptico. Para ajustar o
se, pela ordem, focalizar a amostra desejada, retirar a 1amina do caminho de
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observacdo e, entdo, clicar no botdo. Ao término de uso desta funcdo, deve-se

desativa-la pela desmarcagio do checkbox Clenable

OBS: A caixa de lampada, o condensador e todo restante do conjunto éptico

devem estar alinhados para que se minimize a necessidade de uso de correcao digital via

Shading Correction.

SHUTTER - ndo utilizado em microscépios manuais € cameras na condi¢do

regular de uso. Para estes equipamentos a alteragdo ndo surte quaisquer efeitos.

Adjust | Frame  General

AxioCamHR: Digital Gain

Gain Factor: 1 |=2"
Index: 0 5
[ | - [ ' ' [ 1
0| ] ——— =

AxioCamHR: Image Orientation

Qriginal v

AxioCamHR: Black Reference
[ Black Reference ]

AxioCamHR: Shading Correction

[ Shading Correction ]
Cam.: [JEnable

Auto:

AxioCamHR: Shutter
[[]Enable

Control Signal: vLow active W ‘

Acquisition Delay: 0 A ms
Bl workflow [[] Workarea |

Figura 6.2 — Aba General, fungoes
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7. Live properties

As propriedades de imagem ao vivo (ou Live Properties) t€ém o intuito de prover
mais alguns ajustes antes de se obter a fotografia.

H4 duas maneiras de acessar tais propriedades: pode-se clicar no botdo
Properties (parte inferior da tela do Live) ou pode-se posicionar o ponteiro do mouse
sobre a imagem ao vivo, clicar com o botdo direito e selecionar o item Live Properties.

=1 AxioVision

File Edit W¥iew Acquisition Processing Annotations Measure Evaluate Archive Commander Tools Window Help

q.*lﬁiuaxeusnrr«w@anau@-'::-:x
Li

E -
© New Open Open Image Browser Save  Print  Cut Copy Paste ive | Snap Scalebar Text  Navigator |Workflow | Workarea | Splitter Gallery Events Marker Profile

S % 7 & 4 & > Do e o Bl Ol e
. | Select | Length Line Distance MultiRiskanca ? iCaline ink ralative

oa & Roints relative Curve Curve Spline Outline Outline spline Rectangle aAlig. Rectangle Circle Circle Out-Ir
* AxioCamHR Live e —T—

l, Workarea |
=@ Cameras WDisplay | {0 bt M mon \ Gen... ‘ Navig... \
B AxioCamHR
223 Scalings
s Multidimensinnal Acauisition

’ Adjust | Frame | General ‘ ‘

AxioCamHR: Exposure pormimmi o
ims 600 ee————

- =T CoaBER) 163830
10% 200°
- N — > =1 BestFit

i . MinfMax
AxioCamHR: White Balance

v |

Jill

[ nteractive.. | [ 3200k T Linear
Zave
-0,50 1,00 1,54 Restore

come [ w0 PO

Magenta @ -] |
Yellow gj = &

Rt

‘m W,

: Snap Slow Exposure White balance A.BestFit A. MinfMax Linear G.0.45 OverExp.

Histogram =
i | @ objzoxei3ss v

& HRC - live General - P... & comum for 4.5 m & )% 9, 1411

Figura 7.1 — Live properties

A janela Live Properties € composta por cinco abas: Display, Adjust, Frame,
General e Navigator. Destas, apenas a primeira e a Ultima serdo pormenorizadas a
seguir, levando-se em conta que as demais ja foram descritas nos capitulos 3 e 6.

7.1 — Aba Display

Na aba Display apresenta-se o histograma, coincidente ao da aba Adjust, mas
com uma ‘curva de aproveitamento de cores’ cuja inten¢do direta é permitir que o
usudrio altere os ajustes de Brilho, Contraste € Gama da imagem pela movimentacao
dos cursores deslizantes de cada funcdo ou arrastando um dos 5 pontos presentes na
curva (linha negra) sobre o histograma de cores.
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OBS: as fungdes localizadas a direita dos cursores correspondem aos botdes no
rodapé da imagem ao vivo apresentados no item 5, figura 5.3. Entretanto, a selecao dos
mesmos nesta aba € a tUnica maneira de se visualizar diretamente a alteracdo do
histograma quando da aplica¢do de melhorias na imagem.

Caso o usudrio deseje somente fotografar sem fazer qualquer alteracdo na
imagem, ou seja, somente na condi¢do Linear, € possivel utilizar estas mesmas fungdes
de ajuste de display apés a aquisi¢do da imagem. Basta clicar com o botdo direito sobre
a foto adquirida e selecionar o item Properties.

[ AxioVision EEEI

File Edit View Acquisition Processing Annotations Measure Evaluate Archive Commander Tools ‘Window Help

o = = 2 d S| ¥ 2 B F@Ea KA =) 5| | =] B = W R

x
-

New Open Open Image Browser Save  Print  Cut Copy Paste Live Snap Scalebar Text — Mavigator | Workflow | Workarea | Splitter Gallery Ewvents Marker Profile

g'\,\lyexés L s R o R ) > S [ B (o T (>

Select | Length Line Distance Multi Distance Calipers Multi Calipers Point relative  Points relative Curve Curve Spline Outline  Outline spline  Rectangle Alig. Rectangle Circle Circle Out-Ir

| workarea X || SMaP-141142-0001 * | SNAP-141308-0002 % | SMAP-141323-0003 %  SNAP-141900-0004 * | SNAP-141911-0005 * | 4 b x
=@ Cameras ~
£ AxioCamHR —

123 Scalings

.= Multidimensinnal Acanisitinn

[ Adjust I Frame | General |

AxioCamHR: Exposure
1ms 600s

‘s\] ol o 1

AxioCamHR: White Balance
[ interactive.. | [ 3200k |

L J

Cyan & Q?'Red
Magenta @ =l e & Green 5 :
\\I S Info View | Gallery View |
e A i daRlAR D @ AaruEs
Histogram

2 Iniciar ~ € @ 7 | i ajuste de display via ... @ comum For 4.5

Figura 7.2 — Histograma da imagem capturada

Ao término do ajuste e conseqiiente tomada de fotografia, deve-se clicar no

botdo para que a préxima imagem ndo seja adquirida com ajustes da
imagem anterior.

OBS: todo o ajuste de cor feito nesta aba, sobre uma imagem, € carregado como
uma propriedade desta imagem (o Display Mapping), sendo possivel entdo transferir o
ajuste de uma foto jd tirada a uma imagem ao vivo e vice-versa, através do uso
adequado dos botdes Save e Restore presentes na parte inferior direita da aba.

CZBR, Novembro 2013 18
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



Qualquer imagem aberta na galeria do AxioVision, inclusive oriunda de outros
softwares, pode receber tratamento de cores via histograma.

7.2 — Aba Navigator

A aba Navigator apresenta sob seu controle apenas um campo, no qual a
imagem ao vivo € mostrada, com um contorno em vermelho.

22011 %

Figura 7.3 — Navigator, ao vivo

O ponto branco visto no canto inferior direito do contorno € passivel de arraste e
permite a redu¢do do campo visual, acdo que corresponde a um zoom na imagem ao
vivo.

Posicionando-se o ponteiro do mouse dentro deste contorno, € possivel clicar e
arrasta-lo, o que leva a modificacio da regido em zoom.

Esta ferramenta é util para o estudo ao vivo, por exemplo, de padroes de
movimentacdo de organismos presentes em meios liquidos ou de observagdo de cultura
celular.

OBS: apés o uso do Navigator, recomenda-se o retorno ao padrdo de zoom
original. Para isso, clique com o botao direito sobre a imagem ao vivo e selecione a
op¢ao Auto Zoom.
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8. A fotografia foi obtida. O que fazer ?

Sobre uma fotografia tirada no AV ou importada de outra fonte, o usudrio tem a
possibilidade de:

¢ inserir medidas (menu Measure) e anotagdes (menu Annotation);

e produzir “fotos de fotos”, ou seja, criar novas imagens a partir do recorte de
imagens preexistentes (comando ROI);

e realizar novos ajustes de reprodugio de cores (Properties ou menu Processing);

e salvar a imagem em diversos formatos (menu File, opcao Save As).

Para o AxioVision licenciado, oferecem-se ferramentas adicionais, tais como:

pranchas (funcao Splitter);

relatérios (.zvr Reports);

reticulo (fungdo Live Grid);

ferramentas adicionais para medidas (de 11 a 23, contra 3 da versao LE).

Caso tenha sido adquirido ou se possua um equipamento da Carl Zeiss com
algum nivel de codifica¢do e/ou motorizacdo, o AV licenciado pode ser utilizado para
liberar o monitoramento/controle dos dispositivos eletronicos do microscépio via
software.

Antes de qualquer inser¢do de medidas sobre a imagem, deve-se aplicar nesta a
escala correspondente a objetiva utilizada. A escala, por sua vez, advém de uma
calibracdo prévia do conjunto software-microscopio mediante a obtencdo de imagens de
referéncia de laminas milimétricas ou micrométricas (part numbers Zeiss 474025,
474026, 474027 ou 474029). O tépico referente a calibracdes e aplicacdo de escalas serd
tratado no Anexo 4 desta apostila.

Para aplicar uma escala de referéncia na imagem, basta selecionar o botdo

-
Scale bar . . .. .
(na parte superior central da tela ou no menu Annotation), posicionar o ponteiro
do mouse sobre a imagem, clicar uma vez com o botdo esquerdo, mover o ponteiro
horizontal ou verticalmente até o tamanho desejado e clicar novamente com o botdo

esquerdo. Vé-se um exemplo na figura 8.1, a seguir.

5 pm
Figura 8.1 — Scale Bar, exemplo

Ao lado do botdo Scale Bar e igualmente presente no menu Annotation, o botao
Text habilita o usudrio a inserir texto sobre a imagem. Selecione-o, abra uma caixa
imagindria sobre a imagem e solte o clique do mouse. Apods, basta escrever o texto
desejado.
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As abas I Info View | Gallery View | | ictas no canto inferior esquerdo da

imagem adquirida, permitem insercdo de informacdes gerais (como por exemplo, em
que condi¢do foi adquirida a foto) e visualiza¢do de imagens (quando em lote) sob outra

perspectiva.
Clicando-se no item Info View, abre-se a tela mostrada na figura 8.2.

W
Select
Workarea

X

[+-@ Cameras

123 Scalings

. Multidimensional Acquisition
] é] Image Processing
[+ 4,/ Measure

u Scripts

// £ /\\ & ]
SNAP-162939-0001 * | Imaoe0001 * | teste, JPG * | SMAP-164304-0002 *
Title: treinamento 5/ 4 /06
Filename: SNAP-162939-0001
Date:

Size (Bytes):

Subject: apenas treinamento
Keywords:
Comment: Coordenadas 1023 10,5

comente aquicomo obteve afoto e que técnicafoiusad
nara facilitar futuras consultas

Microscope: Axioplan 2
Objective: 10X
Optovar: no
Reflector: no

Condenser Contrast: posigdo do condensador
Camera: AxioCamHR
Exposure time [ms]: 051

Acquisition date: 6/4/2006 16:29:39

2D VYiew Gallery View
SRR B9 A =

Figura 8.2 — Info View

OBS: Quando o microscépio € motorizado e/ou codificado, estd conectado a

CPU via cabo de comunicac¢do (USB ou RS232) e € aliado a licenca do AV com as
configuracdes adequadas, as informagdes contidas no Info View s@o recebidas
diretamente do equipamento.

8.1 — Ferramentas de medicao

O AxioVision pode possuir entre 3 e 23 ferramentas de medicao, dependendo do

nivel de licenciamento do software. Algumas delas podem ser vistas no exemplo a
seguir, na figura 8.3.

2

Select

~ N o O & L 0w A

Length Outline Outline spline Circle Angle 3 Angle4 Events Profile
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Nenhuma das ferramentas exige cliques com retencao — geralmente a fixacao das
mesmas sobre as imagens € feita por cliques simples, nas regides de interesse, seguidos
de um clique com o botdo direito para encerramento.

Todas as ferramentas disponiveis, apds serem inseridas sobre a fotografia, geram
dados relevantes para uso estatistico: os valores de medidas podem ser transportados
para softwares de planilha (como o MSExcel) antes ou apds customizacio dos dados que
cada ferramenta entrega na saida.

O acesso as ferramentas normalmente € feito através do menu Measure, mas a
barra representada na figura 8.3 pode ser colocada, como atalho, junto as demais barras
abertas (exceto na versio LE).

I SNAP-141900-0004 *

Figura 8.4 — Length tool sobre fotografia

Quaisquer das medidas/anotacdes colocadas sobre uma imagem podem ser
editadas em relacdo a cor, fonte, linha, delimitadores e posicdo. Os pontos brancos
vistos sobre a ferramenta Length, acima, sdo os pontos de relevincia para edigdo:
posicionando o ponteiro do mouse sobre um dos mesmos, pode-se aumentar ou diminuir
a dimensdo medida através de clique com o botdo esquerdo, retencdo e arraste para a
nova posi¢do desejada. Um clique simples sobre a linha habilita os pontos brancos. Um
clique com retencdo sobre a mesma linha permite o arraste completo da medicdo ou
anotacao.

Caso se esteja buscando uma medicao precisa, pode-se proceder com o refino do

posicionamento e/ou tamanho da medi¢do previamente efetuada usando-se a ferramenta
=

Mavigator ~ ~ .
2 (ao lado do botdo Workarea, na secdo superior central da tela, conforme
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indicado na figura 8.5). O zoom dinamicamente ajustdvel/posiciondvel, proporcionado
pelo Navigator, funciona da mesma maneira que o zoom da imagem ao vivo. Entretanto,
neste caso, o objetivo € enquadrar uma regido medida para reposicionamento dos
pontos-limite — os pontos brancos - da ferramenta ali usada. Apds o refino basta voltar a
imagem ao tamanho natural clicando-se com o botdo direito sobre a fotografia e

selecionando-se a op¢do Auto Zoom.

[=: AxioVision - [Image0001 *]

File Edit WYiew Acquisition Processing Annotations Measure Archive Commander Tools ‘Window Help
0 2, 8 H| S ¥ 2 B @ H A o a8 O | & = R 2 A
: Mew Open Browser Save Print Cut Copy Paste Live Snap Scalebar Text |Mavigator | Workflow | Workarea | Splitter Gallery : |Select | 1:1 +Zoom - Zoom
»
: Ava oy gy 2 £ € Y > N o ] Q o O £ X
: | Select | Length Line Distance MultiDistance Calipers Multi Calipers Curve Curve Spline Outline OutifN@line Rectangle Alig. Rectangle Circle Circle Out-In  Circle Points  Angle 3 Angh
| workarea X || smap-162939-0001 * Image0001 * | teste.JpG * | SnaP-1NRO4-0002 * | Image00o2 * | 4bx
@ Cameras 500 520 s4 50 580 | 700 20 740 ] 780 800 2 ; ; 880 300 20 pm
123 scalings [ A

= Multidimensional Acquisition
- /A) Image Processing

£y Measure
15 scripts

oo

| Scaling |

Available scalings

= Navigator.

Name %-Scaling ¥-Scaling
obj 100X@res... 0,10 pm 0,10 pym
o obj 10X@rest... 1,02 pm 1,02 pm
obj 20X@res1... 0,51 ym 0,51 pm
obj 40X@resl... 0,26 um 0,26 pym
obj 5X@1300 2,05 pm 2,05 pm
Pixel 1,00 Pixel 1,00 Pixel
< 1il | >
[ Activate ] 5
i@
[ Apply to image ] Info View | Gallery Yiew |
NXIARRIE DA e »
B workflow [T workarea @ oif

¢4 Iniciar

206,121

it imagem - Paint on - [Image00...

"a 17:12

Figura 8.5 — Navigator, imagem obtida

8.2 — Edicao de atributos

As medidas e anotagdes inseridas sobre as fotografias, também conhecidas como
atributos, podem ser editadas em relacdo as suas cores, fontes e linhas conforme citado
no subcapitulo anterior.

Para alterar atributos inseridos na foto, posicione o ponteiro do mouse sobre a
mesma e clique com o botdo direito do mouse. Selecione o item Properties (ou acesse-0
diretamente clicando no botdo correspondente a fun¢do, na parte inferior da fotografia,
indicado pela seta vermelha) e, por fim, a segunda aba disponivel, denominada
Attributes (conforme figura 8.6).
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Figura 8.6 — Atributos, edi¢cdo

Cada item da lista de atributos corresponde a uma anotacdo ou medi¢do
sobreposta a imagem. A selecdo de qualquer um dos itens (ou um clique sobre a linha
de qualquer dos atributos na foto) habilita a edicdo total do mesmo pelas ferramentas
dispostas na parte inferior da mesma lista. A aplicacdo da alteracdo, quando feita, é
imediata.

8.3 — Resultados das medicoes e geracao de tabela

A tabela a seguir representada é obtida em funcdo das medicOes realizadas e seu
acesso dd-se pela ultima aba da janela aberta (denominada Measurement), no mesmo
item Properties.

Nela, € possivel visualizar todos os valores de medi¢do inseridos sobre uma foto,
tais como densidade de cor, perimetro, altura média, largura média, raio, distancia, drea
e contagem de eventos, entre outros.
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10 Outlin... DensS... 188,32
11 Outlne Area 2409,12
11 OQutlne Bound... 66,80

| 2D view | Info View | Gallery View
Figura 8.7 — Tabela de medidas

OBS: Caso a escolha da calibracao (conforme descrito no capitulo 5) da imagem

obtida estiver incorreta, € possivel ‘forcar’ a escala correta selecionando-se, no item

133 Sealings | presente no menu Workarea, a objetiva correta e confirmando-a com o
botdo Apply to Image.

X To Clipboard . .
Clicando-se no comando , 0s dados da tabela sdo copiados para

a drea de transferéncia do Windows. Basta, entdo, abrir qualquer software de
processamento de planilhas e colar estes dados pelo atalho CTRL+V ou pelo botdo
Paste.

Caso o computador utilizado ndo tenha qualquer software do género e pretenda-
se realizar o tratamento estatistico em outro equipamento, pode-se usar a op¢ao

Create Table

para gerar a planilha na prépria galeria do Axiovision, salvando-a,
depois, no formato CSV (ou Comma Separated Values). Tal formato é facilmente
interpretado por editores de planilha (como o MSExcel).

8.4 — ROI (Region of Interest)

O comando ROI permite a producdo de novas fotos através do corte de fotos
preexistentes.
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Para que se possa obter a “foto da foto”, deve-se clicar no botdo ROI, selecionar
a drea desejada e em seguida clicar no botdo Copy ROL.

Acqusiior  Processng  &nnotaticns  Measure D M=zsure  Applcations [Cvauae A&rdhive  Cowmendes Tcols  ‘Window e
= = A B @B | F @ HA @ B | = (C I
er Save ne EreviEv Lt Cody PMaste Lne SnEp Szslebar I=xt Navicator Workflor | Workares | Spitter Galety
o €3} 133 bt ~ M N - 3 - ] 9 = =%
&l Mdticoor Mcviz Accuistion | Sdlitcer | Scalings Pic bar Lot “oxt Outine Drow  wilatveTime - Tronndramc  Azouisiton imc | Save As Trevicw | Cosc Al
ot INR-09NS2011-001 THO10_11 sui ¥
» ° 3 2 e o 120 =) u ) ] e = 20 280

Fl

i
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[ZoVize Infoview | Gale-s View |
NAFSL2EsAuE 2|
[@n -~ m

Figura 8.8 — Comando ROI

Neste momento, a drea selecionada estd confiscada. A reproducdo da mesma na
galeria do AxioVision, como uma nova fotografia, é feita pelo atalho CTRL+V ou pelo
botdo Paste.

UiU %

»n Processing Annotations M re 3D Measure  Appli

d [ & F- )
2As  Preview @ ROI CopyROI Cut Copy Paste | Live
e C) LT i ~

olor Movie Acquisition = Splitter = Scalings = Scale bar Leng
Figura 8.9 — Botdo Paste, para reproduzir ROI

8.5 — Prancha (Splitter)

As ferramentas de producdo de prancha e relatério podem ser uteis aos
pesquisadores que pretendem comparar detalhes de uma estrutura microscopica em
funcdo de posi¢do, tempo e canais, emitir laudos, padronizar relatérios para um setor,
entre outros.
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Workarea Splitter Gallery

Figura 8.10 — Botdo Splitter

O botdo Splitter da acesso ao utilitdrio de preparagdo de pranchas, sendo
possivel elaborar paginas contendo de 2 a 12 fotos.

OBS: toda foto que se pretende inserir na prancha deve estar aberta na Galeria
do AxioVision, ou seja, ndo pode ser trazida diretamente de um arquivo.

As imagens que compdem a prancha podem ter as configuragdes definidas em

conjunto ou individualmente, marcando ou desmarcando-se o checkbox [V]synchronize
presente no canto inferior esquerdo da janela. A configuracdo da drea de zoom das

imagens pelo comando E também € regida por este checkbox.
Antes de se criar a prancha, € interessante definir o espagamento entre as fotos

através do botdo B no canto superior direito da janela. Em seguida, clique no botao

OBS: a prancha produzida aparece na Galeria e € tratada como uma foto.

8.6 — Relatorio (Report.zvr)

Como a fungdo Splitter permite apenas um posicionamento padronizado das
imagens em uma pagina, a funcdo Reports € vista como um complemento aquela funcio
(por permitir a colocacdo de foto sobre foto, por exemplo).

File Edit View Microsc

B > =
v - W D [ S ) - Earme
New en  OpenIm: &) Archives Reports (zdr) Reports (zvr) |[T] Forms
alf
= . - f
a4 o — Name Title Subject
: Live Snap perties H _

Figura 8.11a — Botdo New Figura 8.11b — Aba Reports (zvr)

A lista de relatorios disponiveis contém 21 layouts diferentes sugeridos pelo
AxioVision — e todos sdo passiveis de diagramacdo e edicdo de acordo com as
preferéncias do usuério.

A funcdo Reports é disponibilizada apenas para as versdes licenciadas do
AxioVision.
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OBS: como alguns dos relatérios aplicam cabecalho com dados do
estabelecimento, pode ser importante informar os tais dados previamente ao software,
mediante ao preenchimento dos campos presentes no menu Tools — Options — ID.

Para que se possa editar o relatorio escolhido apds abri-lo, clique com o botao
direito do mouse sobre o mesmo e selecione a op¢ao Design Mode.

[=: AxioVision [Multi 4 (Ictter)1 *]

u Hle Edt Vizv VIZrosIope  Acquistion  rccessing  Arotatons  Measure  3) Veasure  Apolications  cvalszte  Archve  Lommander lods Wirdow Help -8 X
B} >, B g @ B [ = ¢ B2 @A @ a 3 2] O @ =
Nzv. Qpen Opoilnoye Biowsz Save As | Preview | ROL Cul Cup¢ Fasle  Live Snads Navigalor  Workfuw Splitler  Galler y
T a = % ® " @ m
Live Snap Proparties HCR.  Manua Multicolor Movie Acquisiton | Splitter = Scalirgs Drav Save As Preview  Close all
Workarsa X || Multi 4 (letter)1 * | ar %
B Merascepe ! D0 A D e o D Hosooh coofonsal onnbosos s ooloossots oofasssdlle ohonnsTan ofisnnnPaas Baonomans Doo =
@ < 1ag -~
) T hatior
G- =® ApoTemz |

| hrate data felde

Carl Zeiss do Brasil

Ceor dota felds

:
L3 Av. das Nagdes Unidas 21711 i e
: 21
& Sao Paulo SP 41
' +55 (11) 5593-5500 =55 (11 5693-5500 ¥ Aib Zoon
= ] e
o
& @ Fdsueen  Fu

S Set TAR arer
& Export to WMF
= 51 Properties Alt+Enter

Figura 8.12 — Design mode e Show bounding box

Em seguida, como sugestdo, clique novamente com o botdo direito sobre o
relatdrio e selecione a op¢do Show Bounding Box — serdo exibidos os contornos de todas
as caixas editdveis do relatdrio.

Para inserir uma foto em uma das caixas, clique no botdo Galery e arraste a foto
de preferéncia de maneira direta.
Todas as caixas dos relatérios podem ser customizadas quanto a fonte, cor,

. . . [Ef Properties Alt+Enter
contorno e alinhamento através da opg¢ao , apresentada pelo

clique do botdo direito do mouse. Os comandos de customizacdo sdo semelhantes aos
vistos na figura 8.6.
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Carl Zeiss do Brasil

Av. das Nac¢des Unidas 21711

Sdo Paulo
+55(11) 5693-5500

o -

Figura 8.13 — Drag & Drop de imagem da Galeria

Os modos de salvamento de relatérios serdo citados no capitulo 9,
imediatamente a seguir.
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9. Salvando fotos ou arquivos

Ao contrdrio das expectativas iniciais de todo usudrio do AxioVision, as fotos
obtidas a partir da imagem ao vivo ou arquivos elaborados (como relatérios) ndo sdao
automaticamente salvos — o usudrio tem a responsabilidade de determinar o que sera
aproveitado ou descartado (e também programar o salvamento automaético, se assim lhe
convier).

Por configuracdo padrdao, o AxioVision armazena as imagens em uma drea de
transicdo denominada Galeria (ou Gallery, com botdo de atalho presente na barra de
ferramentas, localizado na parte superior central da tela do programa). A Galeria,
fisicamente, corresponde a memoéria RAM do computador no qual o programa roda.

Window  Help

3 B| COR
igator |Workflow | Workarea | Splitter Gallery
D I O o Q

e Spline  Outline Outline spline Rectangle Alig. Re®@nale Circle

Figura 9.1 — Galeria, acesso

Dessa maneira, é¢ recomenddvel o uso de no-break para a alimentagao da CPU, a
fim de se evitar que quedas de energia causem perda de material ja obtido. Também por
esse motivo, deve-se sempre respeitar as configuracdes minimas exigidas pela Carl
Zeiss, quando adquirindo o computador em que ficardo baseados o software e
componentes de hardware do microscopio.

»
‘ = = ) = (=) €] (©)
i Cabpars  Pont relative  Ports redative Curve  Curve Spline  Outlns  Outline spline  Ractang e tectangs CGrde  Grde Gut-Ir
SNAP-141142-0001 * | SNAP-141300-0002 * | SNAP-141323-0003 %  SNAP-141900-0004 * | SNAS-141911-0005

Figura 9.2 — Fotos na RAM, r.l.do salvas )

Na ilustragdo acima, pode-se notar cinco abas, assim explicadas:

cada aba corresponde a uma foto/arquivo;

a quantidade de “abas” suportadas estd ligada a capacidade de memoria RAM;
o asterisco a frente de cada prefixo significa que o material nao esta salvo;

a aba em negrito indica que a foto estd em primeiro plano na tela.

A maneira trivial de se salvar dados €, apds colocd-los em primeiro plano,
acessar o menu File - Save As. Entretanto, outras maneiras de se salvar imagens ou
arquivos fazem-se disponiveis conforme ilustragao da figura 9.3.
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[= AxioVision LE
File | Edit View Processing Annotation Measure Evaluate Tools Window

[ Open Image... crl+l | ¥ B @&
E; Open Report... ROI | Cut Copy Paste

®  Image File Browser

Ctrl+6

i® TWAIN- camera image acquisition

0 Page Setup...

Figura 9.3 — Menu File e submenus de salvamento

e SAVE - salva em formato pré-configurado no programa (geralmente o formato
.zvi € o padrdo) ou salva alteracdo em material aberto para edicdo, no mesmo
formato em que havia sido salvo anteriormente;

e SAVE AS - abre a janela simplificada de selecao de formatos de salvamento;

e SAVE AS PDF - salva em formato .pdf, interpretavel pelo software Adobe
Acrobat;

e SAVE AS RTF - salva em formato .rtf, interpretidvel pelos softwares Microsoft
Word e Wordpad;

e EXPORT - abre a janela avangada de sele¢do de formatos de salvamento.

Acessando-se 0 menu Save As, as quatro primeiras opcoes de salvamento de
imagens disponiveis e mostradas na ilustra¢ao da figura 9.4 sdo:

e 7ZVI - formato proprietario Zeiss, s6 abre no AxioVision;

e TIF - formato mais largamente suportado entre diferentes plataformas de
computadores (Macintosh, Windows, Unix) e que suporta fotos de até 48 bits;

e BMP - formato cujo tamanho de foto salva equivale ao formato .zvi, mas cuja
foto salva ndo perde qualidade;

e JPG - formato usado para salvar fotos sob técnica de compressao digital, de 8 a
10 vezes menor que o tamanho original no formato .zvi, mas com perda de
qualidade final.

Apés a customizagdo total de um relatério, pode-se tomd-lo como padrdo do
setor onde foi produzido: basta acessar o menu File — Save As e salvd-lo no formato
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.zvr. Para envio a terceiros que nio possuem o AxioVision, os formatos .pdf e .rtf sao os
disponiveis, conforme a figura 9.3.

AxioVision LE - [BrFlag 2.JPG]

File Edit View Processing Annotaton Measure Evaluate Tools Window Help

. B ® @[ Q|D® (xmdlW A @ =
: OpenImage Browser SaveAs & Preview = ROI CopyROI | Cut Copy Paste & Scalebar Text = Navigator |Workarea | Gallery .
e a8l Save Image File As kiR
123 Scalings o B0 = = &
® (A) Image Processing alvar em: | (% Documentos recentes QT E-
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‘ Scaling | Desktop Eaav 12/5/2010 15:19
vkl ke EDUFSM_v20 18/5/2010 15:48
. (5 UFSM_v8 Bio 18/5/2010 22:52
Name X-Scaling ¥-Scaling /7 @Ax;o'v’lsion 4 21/5/2010 22:30
' Pixel 1,00 Pixel 1,00 Pixel EﬁP'aV"S( 31/5/2010 22:10
Meus 2
G10_Objetiva... 0,03 pm 0,03 pm documentos [ Particular 1/6/2010 08:58
G10_ OEJE“Va'" 0,26 um 0,26 um (G2 Agendas quinzenais 3/6/2010 23:25
Si-Onetvars.otmi 0,00 Hm S)Primostar 36/2010 23:39
G10_Objetiva... 0,70 pm 0,70 um g’ t:i 3 / [,
@Reiamnos semanais 4/6/2010 11:23
Meu computador | | = 2
[gdHardware and so... 6/6/201001:14 =
_ {52 10105000 9/6/2010 00:10
L | R v

Meus locais de

e Nome do arquivo:

BrFlag 2.zvi

AxioVision Image (".zvi)

< \

Apply to image

v

AxioVision Image

2D View | Info View |
NEEARR D s ARuE »

:4 Iniciar f& Apostila treinamentos I AxioVision LE - Micros... [ AxioVision LE - [BrFla...

Figura 9.4 — Save As

Para quaisquer dos formatos escolhidos para salvamento de foto (excetuando-se
o0 .zvi), faz-se necessdrio optar por caracteristicas que acompanhardo a foto como parte
integrante da mesma, conforme ilustracdo abaixo.

O formato .zvi, apesar de ser interpretado somente pelo AxioVision, € de suma
importancia por ser o Unico que permite edicdo e controle completos da foto mesmo
apds a mesma ter sido salva.

ey G S 3 s
. Eﬂ 101D5000 9/6/2010 00:10

‘8 G)Stereo 9/6/2010 18:44 -

Meus locais de Nome do arquivo: IBrFIag 21 V‘ I Salvar ]

rede

Salvar como tipo: Tagged Image File (*tif) ‘vr“ [ Cancelar ]

Convert to 8-bit
[]Burn-in annotations
Apply display mappings

Compression: %
Set as default

Figura 9.5 — Salvando em formato ndo-ZVI

CZBR, Novembro 2013 32
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



Os checkboxes destacados, quando marcados, alteram as seguintes
caracteristicas da fotografia que serd salva:

e (CONVERT TO 8-BIT - aparece somente no formato TIF. Usado para reduzir a
profundidade de resolucdo da foto no momento do salvamento e assim permitir
sua posterior leitura por quaisquer softwares que interpretem este formato;

OBS: Alguns programas antigos nao conseguem interpretar arquivos em formato
TIF de alta resolugdo e podem apresentar erro na tentativa de abertura do arquivo
(formato de arquivo nao suportado). Por isso, a conversao para 8-bit.

e BURN-IN ANNOTATIONS - queima sobre a foto quaisquer anotacdes
colocadas sobre. Ou seja, apés o salvamento, tal queima transforma tais
anotacOes em parte integrante da imagem:;

OBS: fotos adquiridas em preto-e-branco apresentardo medidas igualmente
queimadas em preto-e-branco, mesmo que estas tenham sido apresentadas com cores
quando inseridas na foto.

e APPLY DISPLAY MAPPINGS - mantém ou retira as alteracdoes de
caracteristicas da imagem, tais como brilho, contraste, gama e ganho digital.

OBS: recomenda-se ndo desmarcar esta op¢do, exceto se as alteragcdes feitas na
representacdo das cores na tela tiverem cardter apenas experimental e se por fim
desejar-se salvar a foto sem tratamentos digitais.

Se for preferivel salvar a foto em algum outro formato que nio seja um dos
quatro apresentados na figura 9.4, pode-se acessar o submenu Export, ilustrado na
figura 9.6.

Os checkboxes indicados pela letra A sdo referentes ao controle de salvamento
de imagens obtidas por meio dos mddulos Multichannel e Fluorescence Lite, usados
basicamente em fluorescéncia ou para mixagem de técnicas de microscopia. Quando
usando o AxioVision LE, estes checkboxes devem ser desmarcados.

O checkbox indicado pela letra B, denominado Gray scale, quando marcado,
salva a foto em preto-e-branco (sem levar em conta se a mesma € colorida ou ndo).
Neste caso, qualquer foto colorida advinda de qualquer outro programa também pode
ser transformada em uma foto em preto-e-branco sob o uso adequado desta ferramenta.

A regido circulada mostra os demais formatos disponibilizados pelo AxioVision
para salvamento. Destacam-se entdo os formatos .psd (Adobe Photoshop), .pct
(Macintosh QuickDraw) e .png (semelhante ao .fif, sem perda de qualidade).

OBS: Quando uma imagem ¢ salva em formato ndo .zvi, gera-se um arquivo, na
mesma pasta a que foi direcionada, com o mesmo nome da foto, porém com extensao
_meta. Tal arquivo deve ser preservado somente se for desejdvel manter-se as
informacdes referentes a obten¢do da foto (tipo, camera utilizada e tempo de exposicao)
ou se for necessdrio inserir novas medicdes sobre a foto posteriormente, no AxioVision,
quando esta foto ndo tiver sido salva também no formato .zvi.
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Figura 9.6 — Export

Conclusivamente, se o formato .zvi € o Gnico que permite alteracdes posteriores
da imagem com manutencdo da integridade desta, mas faz-se necessario salvar a foto
em um outro formato ndo .zvi para envio, recomenda-se salvar a foto duas vezes:
primeiramente no formato .zvi e, em seguida, no formato desejado. Dessa maneira pode-
se também ignorar (deletar) o arquivo _meta gerado.
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10. Os modulos do AxioVision

Quando as necessidades de aplicacao do AxioVision pelo cliente transcendem
quaisquer ferramentas e métodos apresentados até entdo, faz-se necessdrio utilizar
modulos especiais sob o propdsito de se obter os resultados esperados.

Partindo-se de uma licenca denominada Base programada no Dongle pode-se
acrescentar, através da reprogramacgao deste mesmo Dongle, uma infinidade de médulos
que controlardo tanto o computador quanto o microscépio de maneira diddtica e
eficiente na busca por um resultado mais customizado.

Bons exemplos de aplicacdo podem ser citados:

e Jaminas de fluorescéncia com mais de um dye pedem imagens individuais e
fundidas no mesmo experimento (Multichannel);

e culturas celulares necessitam de filmagem after-night (Time Lapse) ;

®* metais, ligas metdlicas, inclusdes nao-metédlicas e grafites precisam ser
distinguidos e separados conforme normas DIN e ISO (Materials Core);

e células transfeccionadas precisam de andlise de absor¢io de Ca++ (Physiology);

® laminas de bioestratigrafia e outros materiais com relevo precisam ser analisados
quanto a topografia, composi¢do, anisotropia, etc (Z-Stack, Extended Focus).

10.1 — AxioVision Base

De maneira oposta a citacdo do capitulo 1, pagina 3, destacam-se no moédulo
basico do AxioVision as seguintes ferramentas:

Edt View Microscope mition  Processing  Anootations  Measure  Evaluate Archive Commander Tools Window Help

4 | & |8 d b Al R A& @ B | D|lw @ GF]lAa N~ A O© 6 £ £

New Open  Ope owser SeveAs | Preview | ROl CopyROT - Cut Copy Paste | Live Seup Scalebar Tedt | Navigetor Workflow Workares Spitter Gallery Select  Length line Outfine Outfine spline Circle Angle3 Angled Events Profile

Enable Parfocal Comecton

7] Enable Light Manager
Light Manager Mode:

Transmatted Ught (1L) | ‘ ‘ ’ ’ ’ | .
| | | |

X | SNAP-101435-0001* |
01 (LT LD TP 0 LT U5 U 4O TS 0 T 1L UL CoU 0 T i T /AT 0. 7T 13 A 1071 0 G T G 1 T AT G o T 0 o L e T

£
20 View | Info View | Gallery View

VR RRRIED AL 2

@ =][]

-109,262

Figura 10.1 — Comunicagdo com estereomicroscopio
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e comunicacdo com microscOpios motorizados e/ou codificados, via MTB
(equipamentos novos) ou Microscope Configuration (equipamentos antigos);
¢ plugins para incubadora, médulo CO2, controle de temperatura, entre outros;

e funcdes de relatdrio (Reports) e prancha (Splitter);

e ferramentas de medi¢do e anotagOes extras, em adicdo as ja presentes no
AxioVision LE, tais como contagem manual de eventos, seta e perfil de cores.

10.2 — Fluorescence Lite

O moédulo Fluorescence Lite retine a funcionalidade de dois mddulos mais
complexos (Multichannel e Time Lapse) em um método de operacdo mais resumido,
permitindo a captura e superposi¢do de até quatro canais de imagem ou filmagem

simples.

Workaxea
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& AxioCamiMR3
18] Scdimys

4 = Multidemensional Acquisiton
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) Manual Muticokr
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d
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®#Cyckes |1 = [ Couate |
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Figura 10.2 — Multicolor e M-ovie, equivalentes a Multichannel e Time Lapse
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O moédulo Fluorescence Lite, apesar de exigir licenciamento com Dongle, nao
exige a aquisi¢do da licenca tipo Base. Em outras palavras, ndo haverd comunicagdo
com dispositivos eletronicos do microscopio, o que tornard absolutamente manual a
obtencdo de imagens dos canais de fluorescéncia.

Para adquirir uma sequéncia fotografica em forma de filme, selecione a aba

-
'

. Configure o canal de aquisi¢do através do seletor , 0
intervalo de aquisicdo entre cada imagem através dos comandos

™ Movie Acquisiion

@lverval  [1.000 3 Second v

N
L Duration
comandos

imagem simples através dos comandos a seguir.

e a duracdo total do experimento através dos

. Configure a camera para obter uma

Exposre
Time:
4 < MG meaue
Mode:
O auto () Feeed O Comera

Figura 10.3 — Configuragdo de tempo de exposi¢do, modulo Fluorescence Lite

. . . L. . ~ | Start |
Ap0s realizar os ajustes necessdrios, clique no botdao .
Para adquirir imagens de material fluorescente com um ou mais marcadores,

e &l N . . 4
@ Manual Muticolor Configure cada marcador contido na amostra através

2H ¢+ o - .
do seletor 2@an e mantenha inativos os seletores que ndo forem utilizados.
Para cada um dos marcadores, insira 0 nome e escolha a posi¢cdo do filtro de

selecione a aba

A . . < . < | Start l .
fluorescéncia que ird expressar a referida marcacio. Clique no botao e siga os
passos solicitados pelo programa referentes a mudanca manual dos filtros. Para cada
mudanca executada, ajuste o tempo de exposicdo da camera através do comando
descrito na figura 10.3, acima.

10.3 — AutoMeasure

O moédulo AutoMeasure (ou Medidas Automdticas) realiza andlise de imagens,
através de programacao simples, podendo categorizar o material nelas contido por cores
(ex: intensidade) e/ou formatos (ex: circular). Em relacdo aos resultados obtidos,
normalmente buscam-se tabelas estatisticas de medidas, que podem ser exportadas para
editores de planilha para uso quantitativo.

Uma vez que certa programacao ¢ desenvolvida para um material, pode-se salva-
la para uso em imagens futuras de mesma natureza, tanto em andlise individual quanto
em andlises em lote.

Como a anélise de uma imagem s6 € feita apos o desenvolvimento do programa
para tal, as instrucdes a seguir serdo divididas em Wizard (desenvolvimento) e Run
Program (execugdo).

CZBR, Novembro 2013 37
A. Azinheira / G. Shiraishi / R. Albuquerque



ApO6s obter uma imagem do material para o qual se deseja a andlise automatica,
mantenha-a em primeiro plano e acesse o médulo AutoMeasure conforme a figura
abaixo.

S
) Annotations | Measure | Evaluate Archive Commander Tools Window Help
z [2] setect AtteFL A @ B ol
ROl Copy ROI[s2| Show Values Text | Navigator Workflow | Workarea
Keep tool D o ?
it Calipers Poir #  Magnetic cursor Outline Outiine spline Rectangle Alig.
001 * | SNAP-145 Length
Distance
Calipers
Curve
Qutline
Rectangle
Circle
Angle
“3 Events
" Marker
A Profile
Points
Interactive Messurement
Interactive Measurement Programs
& Create Table...
Append Table...

B
B Measure Profile_.
L

" * Ve
Measure Histogram...
| Automatic Messurement Programs | B I Program vm.d,,.l

I RunProgram._..

) Scalings
B Automatic Scaling

v

- s

Figura 10.4 — Criando um novo programa para medigoes automdticas

OBS: o desenvolvimento do programa € feito em 13 passos, subdivididos em 3
partes principais (tratamento de imagens, segmentacao e estatistica).

Defina o nome e insira, se pertinente, informacdes relevantes ao programa que
serd desenvolvido, conforme as figuras 10.5 e 10.6, a seguir.

Automatic Measurement Program Wizard

- | Measurement Program Management

“ | Select an existing program to modify or delete it, or create new program and start to setup the parameters.

Measurement Program Management |
:quf |  Measurement Program Management

Program:

Description: I

F W

|-

|

. »ELLIEFE @

Advanced mode

=
Figura 10.5 — Passo 1, tela inicial
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423 Enter the program descript... @

Program Name
Controle positivo

Program Description

Deteccio de resultado positivo para MM

Location
@ User

() Workgroup

Lo ] [ena ]

Figura 10.6 — Passo 1, nome e descrigdo do programa

Assim procedido, a figura 10.7 mostra a tela dos dados iniciais e a imagem que
estava em primeiro plano quando do acesso ao mddulo. Clique em Next para continuar.

OBS: esta serd a imagem-base para a programacao. Neste caso, todas as imagens
a serem analisadas com o programa ora desenvolvido deverdo ser obtidas através do
mesmo método de microscopia.

Autoretic Program Wizard-C oxl_ § w B @@ w & 3 % O eow (o b

“| | Measurement Program Management

Select an existing program to modify or delete t, or create new program and start to setup the parameters.

S L is

Messurement Program Management |

Measurement Program Management

Program: —

& controlepositivo.xmi -
——]
o) =
e T )

Delete Al

L)

4l Desciption:
|| Deteccio de resuitado positivo para MMP14

W A . Y
AR

160

2ulll
180

G
[7] Advanced mode

- RlrsplFE @
Settings.
UK

S—
™~ 1 M

Figura 10.7 — Passo 2, defini¢ées iniciais do programa
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Na parte superior da janela de cada passo da programac¢do, pode-se consultar
uma breve explicagdo sobre a atuagdo deste na figura, conforme destaque na figura
abaixo.

Para cada passo apresentado, hd a opcdo de executd-lo (marcando-se o checkbox
‘Execute’, destacado na figura abaixo) ou ndo. Se a execucdo ndo for feita, a imagem
analisada pelo programa nao sofrerd influéncia do passo da programacao.

Se as imagens obtidas para andlise tiverem qualidade adequada (ou seja,
obedecendo aos capitulos de 3 a 7 desta apostila), o primeiro ter¢o desta programagao
praticamente ndo serd executado — o que tornard o programa mais leve.

Na figura 10.8 abaixo, por exemplo, a foto-base foi obtida com focalizagdo e
iluminacdo (pagina 8), tempo de exposi¢ao (Exposure Time, pigina 9) e balanco de
branco (White Balance, paginas 9 e 10) adequados — o que evita a necessidade de
corregdes como a apresentada.

Automatic Program Wizard-C ivoxml 5 2 8 w . - - el

e

Brightness, Contrast and Gamma value

Brightness, contrast and gamma correction can be adjusted by changing the appropriate scrollbar. "Reset” activates the default settings for all parameters. ‘
T ——

Brightness, Contrast and Gamma value

Brightness, Contrast and Gamma value

Brightness 0,5 [«

Contrast 1,00 [

Gamma 1,00 [

180 160 %0 120 100

200

£

282 2IE

Figura 10.8 — Passo 3, brilho, contraste e gamma

O filtro de Sigma apresentado na figura a seguir pode ser um auxiliar util na
equalizagdo entre nuances de uma mesma cor pertencentes a uma mesma estrutura.

Em outras palavras, supondo-se que o interesse do pesquisador em relagdo a
imagem aqui utilizada seja a quantificacdo da cor marrom. Com a imagem original,
tem-se a impressdao de que a tonalidade desta cor é uniforme em todas as regides que a
contém. Por outro lado, a segmentacdo de uma determinada cor € feita com base na
composi¢ao de cada pixel da imagem — e qualquer uma das partes marrons aqui vistas,
quando colocada em zoom, apresenta-se conforme a imagem 10.9, na pégina a seguir.
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Figura 10.9 — Passo 4, filtro de Sigma ndo aplicado

Entretanto, ao utilizar-se um determinado nivel de Sigma, a mesma apresenta-se
conforme as imagens 10.10 e 10.11, abaixo.

Automatic wm}wwz‘;‘d‘f‘ ‘:—
Sigma Filter
The function Sigma reduces noise in an image. The fitter preserves also fine structures in an image. If "Sigma” is set to a high value, the image structures are more and more smoothed. "Reset” activates the default settings for all parameters.
| sigmaFiter | i
"1
|
! Sgma r
Sigma 8192 [4p]
o
|
|
l
|
|
1
i
k|
E
Ll
o)
=l
i
poe e ] <
L == —— =
Figura 10.10 — Passo 4, filtro de Sigma em execug¢do
Figura 10.11 — Passo 4, filtro de Sigma sobre a regido da figura 10.9
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A aproximacgdo das tonalidades entre as nuances desta cor marrom a nivel de
pixels facilita a quantificacdo da mesma, desde que todas as nuances equalizadas
pertengcam a uma mesma fase do material (ou neste caso, tudo que ¢ marrom representa
um resultado positivo para determinado exame).

OBS: conforme destaque na figura 10.10, toda vez que se executa um passo
(marcando-se o checkbok ‘Execute’), aparece um segundo checkbox (denominado
‘Interactive’). Como o préprio nome sugere interpretar, a funcdo Interactive torna o
passo interativo, ou seja, toda vez que o programa for executado, haverd uma
interrupcdo no passo marcado para uma suposta corre¢do da imagem. O uso do
Interactive, a exemplo do Execute, é facultativa.

O Shading Correction, passo apresentado a seguir, tem a fungdo de equalizar a
ilumina¢do da imagem de forma digital caso haja dreas de sombra na mesma.

Se o microscépio apresentar-se com o alinhamento adequado da iluminacao
segundo Kohler, ndo haverd regides de sombra a serem remediadas — ou seja, pode-se
manter este passo sem execucdo. Por outro lado, se a imagem-base advém de outro
equipamento nao-Zeiss e apresenta-se com sombras, o uso do Shading Correction
facilita a equalizacdo das cores do material.

=

Automatic Program Wizard-C iy L . B . » - . 4 2 v - -

Shading Correction

The shading correction enhances images which cannot be measured automatically due to irregular flumination. "Reset” activates the default settings for all parameters.

Shading Correction |

Shading Correction

Brightness [}

Wl

e m

160

Figura 10.12 — Passo 5, corregcdo de sombras

O Edge Enhancement, proximo da programacao e ultimo disponivel no grupo de
tratamento de imagens, tem a funcdo de definir os contornos do material analisado
quando este apresenta-se difuso.
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Edge Enhancement
In this step you can enhance the edges of the objects. Thereby the separation of objects and background during segmentation is more precise. "Reset” activates the default settings for all parameters.

|| Edge Enhancement |

=
| 3
Deineate
sl
- :
s
I size 3 [P :
= :
‘ f
| = |
| s
g
\
8!
FxanlFE
[]Execute

Figura 10.13 — Passo 6, melhoria de bordas

O passo a seguir (Segmentation) é o primeiro referente ao grupo de passos de
segmentacdo. Direcionado a separacdo de materiais distintos por fases (cores distintas),
tem execug¢do obrigatdria por se tratar do principal item da programacao.

Automatic Measurement Program Wizard-Controlepositivo.xmi e

Segmentation

In this step you define, which objects should be measured. Simply ciick inside an object or draw an outine around 3 reference region. “Reset" activates the defauft settings for all parameters.

| Segmentation |
[
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| 1 — £
© Entre image © Single objects :
Object Definition 2 a:
© Ciick © Outline :
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]

[lphases may overon ) 2

R

2] [ channels.

| []show all phases / channels 6
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e
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I ARRA|F
e o

Figura 10.14 — Passo 7, segmentagdo
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Pode-se apontar durante a programacao, para fins de estatistica, até 100 fases de
cor diferentes.

Seguindo o passo-a-passo ilustrado na figura 10.14, entende-se que para a
imagem inteira (1), através de um click na cor de interesse (2), com uma certa tolerancia
a variacao de tonalidade daquela cor (3), seré feita a marcacdo da fase 1/1 em vermelho
(4). Em outras palavras, ao se posicionar o0 mouse sobre a imagem, a composicdo de cor
do pixel sob o ponteiro serd mostrada e, se selecionado o tal pixel, todos os demais
pixels da imagem que tiverem composi¢do de cor semelhante - dependendo do nivel de
tolerancia (3) — serdo igualmente selecionados e indicados com a cor vermelha.

O uso conveniente do Sigma Filter (terceiro passo da programagdo) pode
facilitar a segmentacdo por aproximar a tonalidade dos pixels semelhantes.

Por outro lado, se duas ou mais fases a serem quantificadas tiverem tonalidades
de cor préximas, deve-se evitar o uso do Sigma Filter e desmarcar o checkbox ‘Phases
may overlap® (5).

Os botdes que permitem adi¢do e exclusdo de fases de cores estdo contidos no
campo (4), mesmo lugar onde localizam-se os botdes de navegacdo entre as fases ja
marcadas. Acima do campo (4), estdo os botdes pelos quais pode-se retornar um passo
ou reinicializar todas as marcagdes ja feitas.

Caso o conhecimento sobre histogramas (capitulo 7.1, pagina 17) tenha sido
compreendido de forma avancada, pode-se usar o botdo Advanced (6) e ajustar, para
cada fase, as variagdes minimas de tonalidade de RGB que devem ser detectadas.

(i v Program Wizard-C it . S o » y & v pu - =
Deletion of Artifacts, Filling of Holes

Here you can define a size range for objects which should not be measured. Activate ““Fill holes", to fill holes in objects.

Deletion of Artifacts, Filling of Holes |

Phases / Channels

il
prase coor [

Delete artifacts

100

@ 1w 120

180

b2

5
22 A RIF

[CExecute <Back Next > Cancel

Figura 10.15 — Passo 8, delegdo/selecdo de artefatos

No passo seguinte a segmentacdo, pode-se determinar e habilitar a delecao de
artefatos (marcagdes de uma fase que nao deveriam ser consideradas) ou preenchimento
de buracos (areas de uma fase inscritas em outras areas maiores da mesma fase).
Selecionando-se a fase (1) a ser refinada, pode-se definir uma faixa de tamanho (2, em
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umz) a ser considerada ou descartada. O checkbox denominado Fill Holes (3) determina
que toda drea de uma fase que esteja inscrita em outra drea maior da mesma fase deve
ser considerada como parte da maior area.

Exemplo: a lamina usada nesta andlise estd passando por quantificacdo das
células da cor marrom, mas hé outras particulas de mesma cor na fotografia de menor
dimensdo que as células e que podem ser consideradas como sujeira. Assim sendo,
determina-se um intervalo entre areas Minimum e Maximum menor do que as células e
seleciona-se o0 modo Remove (2) ou determina-se um intervalo entre areas Minimum e
Maximum que englobe as dreas das células e seleciona-se o modo Select (2).

-
Automatic Program Wizard-C ivoxml & . B OB W 3 | r - - —
Automatic Object Separation
In this step you can automaticaly separate objects, touching each other. If you do not separate these objects, they are measured a5 one sngle object. The parameter Tolerance comelates with the sze of the objects.
Automatic Object Separation |
Phases / Channels 2 Wity
e v erasecor N
Vode
Erosion / Diation
© Wiatersheds
[ settngs .
l
Tolerance 2
I -
| 7]use parameters for ol phases / channels
|
{
!
i " 3
ARARIE
VlExeaste  [Dlinteractive <Back Next > ;]mm

Figura 10.16 — Passo 9, separagdo automdtica de objetos

Ap6s a aplicagdo de um passo que determina exclusdo de marcacdes de fase por
drea, pode-se determinar um nivel automdtico de separagdo entre as dreas
remanescentes.

Exemplo: as células da cor marrom apresentam proximidade tal que, mantendo-
se a marcagdo atual, um grupo de vérias células é considerado como apenas um evento.
Neste caso, um nivel de separa¢do automadtica, se bem aplicado, pode promover a
separacdo entre c€lulas pela diferenca minima de tonalidade encontrada na fronteira
entre cada uma delas.

Executando-se uma separagdo automatica de objetos, conforme ilustrado acima,
¢ possivel que regides ndo-excluidas pelo passo 8 tenham sido divididas e, agora,
apresentem drea menor do que a configurada naquele passo. Por este motivo, o passo

subsequente € a repeti¢do da dele¢do/selec@o de artefatos — e assim € possivel reaplicar a
exclusdo ou selecdo outrora feita.
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Deletion of Artifacts, Filling of Holes

Here you can define a sze range for objects which should not be measured. Activate *Fil holes”, to fil holes i objects.
| Detetion of Artifacts, Flling of Holes |
| Phases / Chamels

boes  cfec

® Remove

[]Fit Holes

("] Use parameters for all phases | channels:

« [T

.
A28 2F

(st s

Figura 10.17 — Passo 10, delecdo/selecdo de artefatos, repetindo passo 8

Usando-se a mesma faixa de tamanho (em um?®) do passo 8, dreas divididas pelo
passo 9 que estiverem dentro do intervalo serdo tratadas como selecionadas ou
deletadas.

P g of the

1t Mask

9 |

Separate objects by drawing separation ines. Objects can be deleted by cickng insde an object or drawing a rectangle around the objects. Not akeady segmented objects can be added nteractively.

| phases / chamels

Phase cior [

Mode

1@ Draw separation nes
| (2 Delete Objects
) Add objects

Settngs

© Curve
O Line
Line width
| L%

[l Keep the current mask for all mages
[¥] Toggle phases / channels
"] show sl phases

V| Exeaute (/] tnteractive

Figura 10.18 — Passo 11, processamento interativo de marcagoes
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O passo 11, apresentado na figura 10.18, permite ao programador a adicdo,
delecdo ou separacdo manual de dreas em cada fase a ser quantificada. No caso de
execugdo de tal passo, o programa a ser rodado serd obrigatoriamente interrompido
neste ponto a toda imagem analisada.

Interpreta-se que, se houver necessidade de inserc@o ou dele¢do manual de dreas
para quantificacdo, entdo nao ha necessidade de desenvolver um programa de medidas
automdticas — pois o0 programa serve para automatizar uma anélise que, se estd sendo
executada com excesso de interatividade, pode ser feita com a tomada simples de
imagem e uso de ferramentas sobre ela.

A defini¢do das propriedades a serem mostradas, correspondentes a marcagao de
cada fase, conforme a figura 10.19, é um dos dois passos da programacdo relativos a
estatistica.

["Automatic Program Wizard-C e B 08 v b 3 - ¥ = o P=Er )|

Set Measurement Properties

In this dialog you can load, set and store the properties for further measurements
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5] Measurement Propertes
eDon Features ()
B e
@ Arca Left 1
o] Too L
e 2|
- Numberofregions == Right
—— o {E Sottom s
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Figura 10.19 — Passo 12, definigdo de grandezas a quantificar

O procedimento estatistico é de execucdo obrigatéria e contém quatro itens
principais, destacados em vermelho, que devem ser utilizados sob o seguinte critério:

e REGION FEATURES - Caracteristicas de regides, ou seja, de cada artefato
marcado em cada fase. Sob este item, utilizam-se as ferramentas oferecidas pelo
Meas features para solicitar a exibicdo de até 90 diferentes caracteristicas (ex:
area, perimetro, largura média, densidade de cores, etc).

e FIELD FEATURES - Caracteristicas de campo ou do frame analisado. Sob este
item, utilizam-se as ferramentas oferecidas pelo Meas features para solicitar a
exibicao de caracteristicas como a drea total analisada, porcentagem ocupada por
cada fase, quantidade de artefatos de cada fase, etc.
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e REGION FILTER - Opcional. Permite a exclusdo de artefatos de qualquer fase
demarcada, de acordo com férmula inserida no subitem Expression (ex: em se
desejando excluir quaisquer artefatos da Fase 1 que tenham altura maior que
30um, basta selecionar a ferramenta Bound height e determinar os 30um como
limite superior).

e FRAME - Opcional. Permite a determinacdo de drea de andlise automatica
diferente da 4rea padrdo (que seria a fotografia completa).

OBS: Caso se utilize a op¢do de tracado de area(s) a mao livre, torna-se
obrigatéria a habilitacdo do item Interactive, pois, para cada imagem analisada, o
usudrio deverd definir o tracado novamente.

-
Automatic Program Wizard-C 5 o« B 00 w » 5 - . - o [F=mE )
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Figura 10.20 — Passo 13, prévia dos resultados obtidos

O ultimo passo da programacdo de medidas automdticas, mostrado na figura
10.20, apresenta uma prévia dos resultados que serdo obtidos com as fotos analisadas,
tomando por base a foto utilizada no desenvolvimento. Caso seja habilitado o modo
Interactive, poder-se-a excluir artefatos que, por ventura, desejou-se eliminar, mas que
mesmo assim tenham permanecido como vélidos por apresentarem-se semelhantes aos
demais. A exclusdo é feita por um simples clique sobre o artefato (ex: o artefato na
extremidade inferior da imagem € uma sujeira na lente da camera e, apds o clique,
aparece em vermelho e deixa de fazer parte das estatisticas).

Ao término da definicdo deste passo, clique no botdo Finish para salvar o
programa com o nome dado no inicio do processo (passo 1, nome ‘Controle positivo’).
O AxioVision retornard a tela de uso normal, mas com duas novas abas, que serdo as
tabelas com os resultados da andlise da foto utilizada na programagao.
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Para executar a andlise de outras imagens de mesma natureza, basta acessar a
op¢ao Run Program, conforme a ilustragdo 10.21.

Run Automatic Measuf [ x
, , , s e U e~
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Figura 10.21 — Execugdo do programa sobre novas imagens, definindo a origem

O item Program da janela a direita permite a selecdo do programa a se utilizar
(para cada tipo de imagem diferente, e nao para cada imagem, desenvolve-se um novo
programa, que estard a disposi¢do na lista deste item). Logo abaixo, o item Image
Acquisition permite a indicac@o da origem da(s) imagem(ns) a ser(em) analisada(s):

e CAMERA - A imagem a ser analisada serd obtida diretamente da camera, ou
seja, ao selecionar este item e clicar no botdo Execute, o campo focalizado
diante da cAmera neste momento serd fotografado e diretamente analisado.

e FOLDER - A(s) imagem(ns) contidas na pasta indicada logo abaixo desta
selecao serdo analisadas de forma sequencial.

OBS: Nao serdo analisadas imagens na pasta-raiz ou em subpastas. A andlise
sequencial serd interrompida em cada imagem analisada se, durante a programacao,
tenha sido utilizada a opg¢ao Interactive - ou seja, se o uso da op¢ao Folder é desejado
para um pesquisador que pretende deixar as andlises em processamento sem a
necessidade de intervencdes constantes (ex: processamento After-Night), aconselha-se
uma programacdo sem o uso do item Interactive em nenhum dos passos ou a
desabilitagdo do item Be Always Interactive mostrado na figura 10.22.

e OPEN IMAGES - Todas as imagens abertas na Galeria serdo exibidas na lista
abaixo desta selecado e serdo analisadas por default, exceto se, nesta mesma lista,
forem manualmente marcadas.
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OBS: Tanto para a op¢do Folder quanto para a op¢do Open Images, deve-se
cuidar da op¢do Measurement Data, responsavel pela geracdo de tabelas de multiplas
andlises. Caso o item seja usado de forma incorreta, os dados da andlise de uma imagem
serdo sobrepostos pelos dados da andlise da imagem subsequente, e nao
complementados, conforme se espera.
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11. Consideracoes finais

Este manual de referéncia visa permitir ao usudrio a exploracdo de grande parte
dos recursos disponiveis no AxioVision, um software de amplo espectro de aplicacoes e
grande disponibilidade de funcdes, inclusive na configuracao bésica.

Nem todos os moédulos do AxioVision estdo contemplados, por ora, pelos
capitulos aqui apresentados. Assim posto, entre em contato com os desenvolvedores do
material caso deseje uma atualizacdo da apostila e, eventualmente, o capitulo referente
ao vosso mddulo j4 tenha sido desenvolvido. Nao obstante, € védlido lembrar que o
software possui varios outros modulos que podem ser adquiridos a qualquer momento e
a ativacdo dos mesmos requer a reprogramacao do Dongle (chaveiro) USB com cédigos
criptografados enviados pela Matriz.

Nao deixe de familiarizar-se com as diferentes técnicas de microscopia
oferecidas por cada equipamento instalado e, com isso, utilizar essas poderosas e tteis
ferramentas de trabalho de maneira qualitativa e em conjunto.

Tanto para o uso do software quanto para o uso de microscopios e
estereomicroscopios, hd diversos documentos disponiveis no site www.zeiss.de que
detalham as diferentes técnicas e tecnologias da drea desenvolvidas pela Carl Zeiss. Um
bom exemplar é o documento denominado Microscopy From The Very Beginning, que
pormenoriza de maneira técnica a histéria da microscopia e tipos de observacio por nds
comercializados. Além disso, leia sobre o portfélio de microscopios disponiveis e o
manual do usudrio de todo equipamento instalado.

Ao aprofundar-se no software, o cliente pode reconhecer uma nova necessidade
ou identificar uma nova aplicacdo tais que venham a reduzir seus tempos de andlise e
facilitem as rotinas. Neste caso, os departamentos de Vendas e Assisténcia Técnica da
Carl Zeiss do Brasil estardo sempre a disposi¢ao para consultoria técnica, quer seja para
uma nova aquisi¢do, quer seja para a solugdo de dividas de uso.

E, dentro de um espirito de cooperacao e crescimento continuos que favorecam a
todos os elos envolvidos na producdo de resultados progressivos e de progresso, os
desenvolvedores deste material, em nome da Carl Zeiss do Brasil, reafirmam a
disponibilidade para suporte e desejam a todos um bom trabalho.
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