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Resumen general y estructura del documento

En el presente trabajo se realiza un analisis completo de las técnicas de iluminacién y registro
de imagen desarrollados hasta el momento y que permiten emplear la fluorescencia intrinseca
de estructuras bioldgicas para aumentar la capacidad de identificacion, deteccion y analisis de
lesiones y anomalias que puedan presentarse. El trabajo se ha enfocado principalmente en

a) el analisis, validacion y desarrollo de técnicas de deteccion precoz de lesiones asociadas al
Carcinoma Escamoso epidermoide (oncologfa otorrinolaringolégica), asi como posibles
lesiones precursoras y

b) el analisis y desarrollo de una metodologia que permita registrar imagenes de fluorescencia
y cuantificar mediante la aplicacion de técnicas de procesado de imagen la afeccion provocada
por el Acne vulgaris (dermatologia).

Se proponen nuevas formas de adquisicion, registro y procesado de imagenes de
fluorescencia que mejoran de forma objetiva la capacidad de deteccion y gestion de las
anteriores patologfas.

El desarrollo de la Tesis ha dado lugar a varios resultados. Parte de los resultados se han
estructurado en forma de articulos de investigacion y trabajos publicados en revistas JCR.
Asi, ]a tesis se va a desarrollar por Compendio de Articulos, incluyéndose:

a) Articulo de Investigacién 1 publicado en revista JCR. Segmentation methods for
acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence
Images.

b) Articulo de Investigacion 2 publicado en revista JCR. Hough Transform
Sensitivivy Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acné Vulgaris
Skin Lesions.

¢) Articulo de Investigaciéon publicado en Congreso Internacional. Analysis of
segmentation methods for acne vulgaris Images. Proposal of a new
methodology applied to fluorescence images.

d) Estudio Observacional (modalidad de ensayo clinico para técnicas no invasivas) con
DICTAMEN FAVORABLE para su realizaciéon con fecha 29 de Septiembre de
2022. El Estudio Observacional ha sido evaluado por los miembros del Comité Etico
de Investigacion con medicamentos del Departamento Arnau de Vilanova-Lliria. A
causa de la pandemia causada por la COVID-19, la ejecucion del trabajo se ha visto
pospuesta y se iniciard en el ultimo trimestre de 2022. Titulo: ANALISIS DE
IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO POTENCIAL
COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCION DE LESIONES
ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS.

De forma adicional a los trabajos publicados, se ha redactado en forma de review (susceptible
de ser publicado) el estado del arte que ha permitido desarrollar el OBJETIVO
ESPECIFICO 3. Se adjunta como Articulo de Investigacion susceptible de publicacién en
revista JCR. Titulo: Segmentation of acne vulgaris images algotithms.

La ejecucion del Estudio Observacional se plantea como la linea de investigacion a seguir y
que da continuidad a la investigacién iniciada en la presente Tesis Doctoral.

Cabe mencionar que la Tesis Doctoral es resultado de la continuidad investigadora de la
doctoranda de un proyecto que ella desarrollé en 2018 en el area de analisis de aplicacién de
técnicas de vision multiespectral en cirugfa. Trabajo que realiz6 en colaboracién con la
Unidad de Cirugia Pediatrica del Hospital Univesitari 1 Politecnic La Fe (Valencia).



Como resultado principal del proyecto se publicé en un Congreso Internacional con revisén
por pares de los trabajos presentados.

Peris Fajarnés, Guillermo; Lengua, Ismael; Defez Garcia, Beatriz; Juan José Vila-Carbo; Moncho-
Santonja, Maria (2018). Capture and analysis of autofluorescence in biological tissues for
identification and demarcation of lesions. EN 6th International Conference on Innovation,
Documentation and Teaching Technologies INNODOCT 2018). (225 - 234). Valencia, Spain:

Editorial Universitat Politécnica de Valéncia.

Pese a que no se ha incluido en el Compendio de Articulos, esta directamente relacionado con la
Tesis y en base a él se ha definido la linea de estudio y aprovechamiento de la autofluorescencia patra
introducir mejoras en la deteccion e identificacion de lesiones en estados tempranos de la enfermedad.

El documento de Tesis esta estructurado en 7 capitulos y 11 Anexos. Para el desarrollo del
presente trabajo se han planteado tres objetivos especificos. Cada articulo o trabajo publicado
se corresponde con el desarrollo de cada uno de los tres objetivos especificos. Asi, cada uno
de los capitulos 3, 4 y 5 plantea el escenario, desarrollo y conclusiones obtenidas que han
dado como resultado cada uno de los trabajos publicados de forma independiente.

La Tesis queda pues estructurada en:

TRABAJOS INCLUIDOS EN EL. COMPENDIO

RESUMEN DE LOS 5 TRABAJOS INCLUIDOS EN EL. COMPENDIO
CAPITULO 1: Introduccién general teérica de la tesis.

CAPITULO 2: Objetivo general y objetivos especificos de la Tesis.

CAPITULO 3: Introduccién, discusion y conclusiones del OBJETIVO ESPECIFICO 1. Se
incluye aqui el Estudio Observacional.

CAPITULO 4: Introduccién, discusion y conclusiones del OBJETIVO ESPECIFICO 2. Se
incluyen aqui el Articulo de Investigaciéon 1 y el Articulo de Investigacion publicado en
Congtreso Internacional.

CAPITULO 5: Introduccién, discusién y conclusiones del OBJETIVO ESPECIFICO 3. Se
incluye aqui el review en forma de Articulo de Investigacion susceptible de publicacion.El
resultado obtenido se corresponde con el Articulo de Investigacion 2.

CAPITULO 6: Referencias bibliograficas asociadas al desarrollo del texto del documento de
Tesis. No estan incluidas en este capitulo las referencias de cada trabajo publicado.

CAPITULO 7: Conclusiones generales de la Tesis y argumentacién de todas las
contribuciones y aportaciones de la Tesis.

ANEXO 1a11
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Resum general y estructura del document

En el present treball es realitza una analisi completa de les técniques d'il-luminacié i registre
d'imatge desenvolupats fins al moment i que permeten emprar la fluorescencia intrinseca
d'estructures biologiques per a augmentar la capacitat d'identificacié, deteccié i analisi de
lesions i anomalies que puguen presentar-se. El treball s'ha enfocat principalment en

a) l'analisi, validacio 1 desenvolupament de tecniques de deteccid precog de lesions associades
al Carcinoma Escatés epidermoide (oncologia otorrinolaringologica), aixi com possibles
lesions precursores i

b) l'analisi i desenvolupament d'una metodologia que permeta registrar imatges de
fluorescencia i quantificar mitjangant l'aplicacié de tecniques de processament d'imatge
l'afeccié provocada per I'Acne Vulgaris (dermatologia).

Es proposen noves formes d'adquisicio, registre i processament d'imatges de fluorescencia
que milloren de manera objectiva la capacitat de deteccio i gesti6 de les anteriors patologies.

El desenvolupament de la Tesi ha donat lloc a diversos resultats. Part dels resultats shan
estructurat en forma d'articles d'investigacié i treballs publicats en revistes JCR. Aixi, la tesi
es desenvolupara per Compendi d'Articles, incloent-se:

a) Article d'Investigaci6 1 publicat en revista JCR. Segmentation methods for

acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence

Images.

b) Article d'Investigacié 2 publicat en revista JCR. Hough Transform

Seansitivivy Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acné Vulgatis

Skin Lesions.

o) Article d'Investigacié publicat en Congrés Internacional. Analysis of
segmentation methods for acne vulgaris Images. Proposal of a new
methodology applied to fluorescence images.

d) Estudi Observacional (modalitat d'assaig clinic per a tecniques no invasives)
amb DICTAMEN FAVORABLE per a la seua realitzacié6 amb data 29 de Setembre
de 2022. I'Estudi Observacional ha sigut avaluat pels membres del Comité Etic
d'Investigacié amb medicaments del Departament Arnau de Vilanova-Lliria. A causa
de la pandémia causada per la COVID-19, I'execuci6 del treball s'ha vist posposada i
s'iniciara en 1'iltim trimestre de 2022. Titol: ANALISIS DE IMAGENES DE
AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA
NO INVASIVO EN LA DETECCION DE LESIONES ORALES
POTENCIALMENTE MALIGNAS.

De manera addicional als treballs publicats, s'ha redactat en forma de review (susceptible de
ser publicat) l'estat de l'art que ha permés desenvolupar 'OBJECTIU ESPECIFIC 3.
S'adjunta com a Article d'Investigacié susceptible de publicacié en revista JCR. Titol:
Segmentation of acne vulgaris images algorithms.

L'execuci6 de I'Estudi Observacional es planteja com la linia d'investigaci6 a seguir i que dona
continuitat a la investigacio iniciada en la present Tesi Doctoral.

Cal esmentar que la Tesi Doctoral és resultat de la continuitat investigadora de la doctoranda
d'un projecte que ella va desenvolupar en 2018 en 'area d'analisi d"aplicacié de tecniques de
visi6 multiespectral en cirurgia. Treball que va realitzar en col-laboracié amb la Unitat de
Cirurgia Pediatrica de 'Hospital Univesitari i Politecnic La Fe (Valencia).
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Com a resultat principal del projecte es va publicar en un Congrés Internacional amb reviso
per parells dels treballs presentats.

Peris Fajarnés, Guillermo; Lengua, Ismael; Defez Garcfa, Beatriz; Juan José Vila-Carbo;
Moncho-Santonja, Maria (2018). Capture and analysis of autofluorescence in biological
tissues for identification and demarcation of lesions. EN 6th International
Conference on Innovation, Documentation and Teaching Technologies
(INNODOCT 2018). (225 - 234). Valencia, Spain: Editorial Universitat Politécnica de
Valencia.

Tot i que no s'ha inclos en el Compendi d'Articles, esta directament relacionat amb la Tesi i
sobre la base d'ell s'ha definit la linia d'estudi i aprofitament de l'autofluorescencia per a
introduir millores en la detecci6 i identificaci6 de lesions en estats primerencs de la malaltia.

El document de Tesi esta estructurat en 7 capitols i 11 Annexos. Per al desenvolupament del
present treball s'han plantejat tres objectius especifics. Cada article o treball publicat es
correspon amb el desenvolupament de cadascun dels tres objectius especifics. Aixi, cadascun
dels capitols 3, 4 1 5 planteja I'escenari, desenvolupament i conclusions obtingudes que han
donat com a resultat cadascun dels treballs publicats de manera independent.

La Tesi queda doncs estructurada en:

TREBALLS INCLOSA EN EL. COMPENDI

RESUM DELS 5 TREBALLS INCLOSA EN EL. COMPENDI
CAPITOL 1: Introduccié general teorica de la tesi.

CAPITOL 2: Objectiu general i objectius especifics de la Tesi.

CAPITOL 3: Introduccié, discussié i conclusions de 'OBJECTIU ESPECIFIC 1. S'inclou
aci I'Estudi Observacional.

CAPITOL 4: Introduccié, discussi6 i conclusions de 'OBJECTTU ESPECIFIC 2. S'inclouen
aci I'Article d'Investigaci6 1 i1'Article d'Investigacié publicat en Congrés Internacional.

CAPITOL 5: Introduccié, discussié i conclusions de 'OBJECTIU ESPECIFIC 3. S'inclou
aci el review en forma d'Article d'Investigaci6 susceptible de publicacid.El resultat obtingut
es correspon amb I'Article d'Investigacié 2.

CAPITOL 6: Referéncies bibliografiques associades al desenvolupament del text del
document de Tesi. No estan incloses en aquest capitol les referencies de cada treball publicat.

CAPITOL 7: Conclusions generals de la Tesi i argumentacié de totes les contribucions i
aportacions de la Tesi.

ANNEX 1a11

12



General Summary and Document Structure

In the present work, a complete analysis is made of the illumination and image recording
techniques developed so far that allow the use of intrinsic fluorescence of biological
structures to increase the capacity of identification, detection and analysis of lesions and
anomalies that may occur. The work has focused mainly on

a) the analysis, validation and development of techniques for the early detection of lesions
associated with Squamous Epidermoid Carcinoma (otorhinolaryngological oncology), as well
as possible precursor lesions, and

b) the analysis and development of a methodology for recording fluorescence images and
quantifying the condition caused by Acne Vulgaris (dermatology) through the application of
image processing techniques.

New ways of acquisition, registration and processing of fluorescence images are proposed to
objectively improve the capacity of detection and management of the previous pathologies.

The development of the Thesis has led to several results. Part of the results have been
structured in the form of research articles and papers published in JCR journals. Thus, the
thesis is going to be developed by Compendium of Articles, including:

a) Research Article 1 published in JCR journal. Segmentation methods for acne
vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence
images.

b) Research Article 2 published in JCR journal. Hough Transform Sensitivity
Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acne Vulgaris Skin
Lesions.

) Research Article published in International Congress. Analysis of segmentation
methods for acne vulgaris images. Proposal of a new methodology applied to
fluorescence images.

d) Observational study (clinical trial modality for non-invasive techniques) with
FAVORABLE OPINION for its realization on September 29, 2022. The
Observational Study has been evaluated by the members of the Ethics Committee
for Research with Medicines of the Arnau de Vilanova-Lliria Department. Due to
the pandemic caused by COVID-19, the execution of the work has been postponed
and will start in the last quarter of 2022. Title: ANALYSIS OF
AUTOFLUORESCENCE IMAGES FOR POTENTIAL USE AS A NON-
INVASIVE SYSTEM IN THE DETECTION OF POTENTIALLY
MALIGNANT ORAL LESIONS.

In addition to the published works, the state of the art that has allowed the development of
SPECIFIC OBJECTIVE 3 has been written in the form of a review (susceptible of being
published). Itis attached as a Research Article susceptible of being published in a JCR journal.
Title: Segmentation of acne vulgaris images algorithms.

The execution of the Observational Study is proposed as the line of research to be followed
and which gives continuity to the research initiated in the present Doctoral Thesis.

The Thesis document is structured in 7 chapters and 11 Annexes. Three specific objectives
have been set for the development of this work. Each article or published work corresponds
to the development of each of the three specific objectives. Thus, each of the chapters 3, 4
and 5 presents the scenario, development and conclusions obtained that have resulted in
each of the works published independently.

13



The Thesis is thus structured as follows:

WORKS INCLUDED IN THE COMPENDIUM

SUMMARY OF THE 5 WORKS INCLUDED IN THE COMPENDIUM
CHAPTER 1: General theoretical introduction of the thesis.

CHAPTER 2: General objective and specific objectives of the Thesis.

CHAPTER 3: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 1. The
Observational Study is included here.

CHAPTER 4: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 2.
Research Article 1 and Research Article published in International Congress are included
here.

CHAPTER 5: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 3. This
includes the review in the form of a Research Article that can be published. The result
obtained corresponds to Research Article 2.

CHAPTER 6: Bibliographical references associated with the development of the text of the
Thesis document. The references of each published work are not included in this chapter.

CHAPTER 7: General conclusions of the Thesis and argumentation of all the contributions
and contributions of the Thesis.

ANNEX 1 to 11
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1. Publicacion indexda en JCR 1. RESUMEN

Peris-Fajarnés G, Moncho Santonja M, Defez Garcia B, Lengua Lengua I.
Segmentation Methods for acne vulgaris images: Proposal of a new methodology
applied to fluorescence images.2020 Skin Research and Technology. 2020;26:735-
740. https://doi.org/10.1111/srt. 12856

Abstract

Background: Acne vulgaris is one of the most common human pathologies
worldwide. Its prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare
costs and effects on individuals' quality of life lead to the need of analysing
current acne evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most
common ones is manual lesion counting by a dermatologist. However, this
technique has several limitations, such as time spent. That is the reason why the
development of new computer-assisted techniques is needed in order to
automatically count the acne lesions.

Materials and methods: Using the fluorescence images, a segmentation
algorithm is implemented in MATLAB.

Results: A new counting tool has been obtained that provides a form of
objective evaluation of acne vulgaris disease. The effectiveness of the
application of the segmentation method is more than 90%, being valid for the
follow-up and diagnosis of injuries.

Conclusion: Automated counting of acne lesions has been proposed to solve
current limitations of evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It
is clear that the use of machine learning algorithms such as k-means enables
clinicians to objectively and quickly evaluate the severity of acne.

Keywords: MATLAB; acne vulgaris; dermatology; fluorescence imaging; image
processing; image segmentation; machine learning.

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/srt.12865
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2. Publicacion indexada en JCR 2. RESUMEN

Moncho Santonja M, Mic6-Vicent B, Defez B, Jordan ], Peris-Fajarnés G.
Hough Transform Sensitivity Factor Calculation Model Applied to the Analysis
of Acne Vulgaris Skin Lesions. Applied Science. 2022, 12, 1961.
https://doi.org/10.3390/app12031691

Abstract

The number of infectious spots or pathological structures recorded on
dermatological images is a tool to aid in the diagnosis and monitoring of disease
progression. Dermatological images for the detection and monitoring of the
evolution of acne infections are evaluated globally, comparing whether the
increase or decrease in infectious lesions appearing on an image is significant.
This evaluation method is only indicative since its accuracy is low. The accuracy
problem could be improved by an exact count of the number of structures and
spots appearing on the image. The mathematical function circular Hough
transform (CHT) function implemented in MATLAB is here applied to develop
a procedure for counting these structures. CHT has been used in the recognition
of benign and distorted red blood cells, in the detection of pellet sizes in
industrial processes and in the automated detection and morphological
characterization of breast tumor masses from infrared images, as well as for the
detection of brain aneurysms and use in magnetic resonance imaging. The
sensitivity factor is one of the many parameters required to feed the CHT
algorithm. Its choice is unclear as there is no proper methodology to select an
optimum value suitable for each image. In this work, a procedure for
determining the optimal value of the sensitivity factor is proposed The approach
is validated by comparison with the results of the manual counting of the points
(ground truth).

Keywords: circular Hough transform function; image processing; statistics;
Sensitivity; MATLAB; dermatological images.
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3. Publicacién en Congreso Internacional RESUMEN

Moncho Santonja M, Sanz Alaman MB, Defez Garcia B, Lengua Lengua I, Peris-
Fajarnés G. Analysis of segmentation methods for acne wvulgaris images.
Proposal of a new methodology applied to fluorescence images.

2019, INNODOCT 2019. http://dx.doi.org/10.4995/INN2019.2019.10946

Abstract

Acne vulgaris is one of the most common human pathologies worldwide. Its
prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare costs and
effects on individuals' quality of life lead to the need of analysing current acne
evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most common ones
is manual lesion counting by a dermatologist. However, this technique has
several limitations, such as time spent. That is the reason why the development
of new computer-assisted techniques are needed in order to automatically count
the acne lesions. Nonetheless, the first step is automatic acne lesion detection
on the skin of patients. The aim of this work is to propose a new methodology
to solve the acne images segmentation problem, so that the implementation of
a system for automatic counting is possible. The results would be a decrease in
both time spent and diagnosis errors. With this objective, after doing a
systematic review on the state of the art of acne images segmentation methods,
fluorescence images of the face of acne patients are obtained. This image
modality enhances visualization of the acne lesions. Finally, using the
fluorescence images, a segmentation algorithm is implemented in MATLAB.

Keywords: image segmentation, acne vulgaris, MATLAB, fluorescence imaging,
Machine learning, image processing.
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4. Estudio Observacional. RESUMEN

Estudio Observacional con DICTAMEN FAVORABLE para su desarrollo en la
Unidad de Otorrinolaringologia del Hospital Lluis Alcanyis de Xativa.

Titulo del estudio: ANALISIS DE IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA
PAARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA
DETECCION DE LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS.

Centros Donde se Prevé Realizar el Esudio: Hospital Lluis Alcanyis de Xativa y
Centro de Investigaciéon de la Universitat Politecnica de Valéncia

Objetivo principal: Evaluar la sensibilidad del aumento de la fluorescencia
intrinseca de la mucosa oral provocada por la hiperqueratosis tumorar como
parametro para la deteccién temprana del carcinoma epidermoide oral.

Objetivo secundario 1: Estimar la especificidad, Valor Predictivo Positivo
(VPP), Valor Predictivo Negativo (VPN) y exactitud de la técnica experimental.

Objetivo secundario 2: Analizar la capacidad de la técnica para delimitar de
forma precisa los margenes tumorales utilizando la fluorescencia que presentan
las regiones con hiperqueratosis.
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5. Propuesta de articulo de revision a publicar en futuro.
RESUMEN

Title: Segmentation of acne vulgaris images algorithms.
Abstract

Background: Acne wvulgaris is the most common dermatological pathology
worldwide. The currently used methodologies for the evaluation and monitoring
of acne have been analysed in several studies, having important limitations that
can be addressed using image processing methods, concretely by performing
segmentation on different acne vulgaris image modalities. These techniques
reduce the costs of treatment and acne severity grading, since they improve
objectivity and are less time-consuming. That is why from a decade ago several
studies which propose segmentation methodologies on acne patients images
have been published. The aim of this work is to analyse the segmentation
methods developed for acne vulgaris images until now, including an analysis of
the processing techniques and image modalities used, as well as the results.

Results: Following PRISMA statement and PICO model, 29 studies were
included in the systematic review and they could be divided into two groups:
those methods based on classical image processing techniques, such as contrast
adjustment and conversion of RGB images to other colour spaces, and the ones
based on machine learning algorithms.

Conclusions: Currently there is no preference between one group of
segmentation methods or the other. Moreover, the lack of uniformity in the
evaluation of results for each study makes the comparison of methods difficult.
The preferred image modality for segmentation is conventional photography,
which shows a research gap in the application of segmentation algorithms to
other acne vulgaris image modalities that could be useful, such as fluorescence
imaging.

Keywords: Bioinformatics, Acne, Image segmentation, Image Processing,
Dermatology.
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CAPITULO 1: Introduccién General
de la Tesis
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La deteccién temprana de cualquier anomalia que se presente sobre un tejido o estructura es
imprescindible para garantizar el éxito clinico de cualquier tratamiento. Asf pues, el estudio
y desarrollo de técnicas de mejora en la visualizacién y discriminacién de anomalfas es un
area en continuo analisis y desarrollo.

La caracterizaciéon morfologica y de composicion quimica de un tejido en estado natural es
clave para poder comparar y detectar cambios y alteraciones que se produzcan en él. Una
forma de caracterizar un tejido o compuesto es analizando la forma de interaccion de la luz
con ¢ste. Cuando una anomalia aparece sobre un tejido bioldgico, éste puede ver alterada su
morfologia y composiciéon quimica. Es decir, pueden aparecer cambios estructurales y
diferencias en la concentracion de compuestos en comparacion con el tejido sano. Dichos
cambios provocan diferencias en la forma de interaccion de la luz y las radiaciones
electromagnéticas con los tejidos.

Los fenémenos fisicos que principalmente evidencian estos cambios a través del
comportamiento particular de la radiacién con un tejido son la ABSORCION, Ila
DISPERSION o SCATTERING y la FLUORESCENCIA. En concreto, las diferencias en
la dispersion de la luz evidencian cambios morfoldgicos y las diferencias en la absorciéon y
emision de fluorescencia responden a cambios en la composicion quimica de la estructura de
analisis.

La absorcion consiste en la asimilacion de la energfa luminica por parte de un medio. Para
que se de la absorcién de una radiacion, la radiacion incidente debe tener la energia exacta
que permita que los atomos del compuesto desplacen un electrén a un nivel energético mayor
(Real Pefa, 2012). Cada longitud de onda viene caracterizada por una energia concreta y por
ello cada compuesto absorbera unas longitudes de onda exactas que permitiran caracterizarlo.
Las propiedades de absorcién de un compuesto vienen descritas por la ley Beer-Lambert.

De forma natural, los disposicién de los electrones de cada molécula se encuentran en su
estado fundamental. Cuando una luz con una determinada longitud de onda incide sobre una
molécula, los electrones pueden absorber parte de su energia. Cuando los electrones vuelven
a su estado fundamental, la energfa absorbida se libera en forma de radiacién de menor
energia, o de longitud de onda mayor. Cuando esto ocurre, es decir, cuando una molécula o
compuesto emite una radiacién con longitud de onda mayor a la de la longitud de onda
incidente, la molécula tiene propiedades fluorescentes.

En el fenémeno de fluorescencia, encontramos dos etapas claramente diferenciadas
(Denicola, 2022):

- Una primera absorciéon de energia o excitacion molecular y un cambio en el estado
fundamental de los electrones. Longitud de onda de excitacion.

- Una liberacién de la energfa absorbida, vuelta al estado fundamental y emisién de
una radiacién con menor energia. Longitud de onda de emision.

Una molécula fluorescente podra ser caracterizada con una longitud de onda de excitacién y
una longitud de onda de emisién de energfa.

“5Cudl es la diferencia entre una sustancia fluorescente, y cualguier otra sustancia coloreada pero no
fluorescente? Las sustancias que no son fluorescentes, no emiten energia (Inz): simplemente, reflejan parte de
las radiaciones recibidas. Por eso, cuando vemos un objeto azul que esti siendo iluminado por la luz del Sol,
ese objeto estd reflejando esa lug azul, y esta absorbiendo el resto de las longitudes de onda que recibe. Si el
objeto es blanco, refleja todas las radiaciones que recibe, y, si es negro, las absorbe todas. Esto es distinto a lo
que ocurre con una sustancia fluorescente: estas sustancias absorben unas radiaciones, y emiten otras
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radiaciones. En general, la longitud de onda emitida por una sustancia fluorescente es mayor que la recibida
(es decir que su energia es menor)” (ANALITICA, 2021)

La técnica que mide la capacidad de absorcion, emisién o dispersion de la luz por un
compuestro tras iluminarlo con una energfa electromagnética se conoce como
espectroscopia. La espectroscopia Optica estudia la interacciéon particular que tienen las
radiaciones con longitudes de onda de las regiones Ultra Violeta, Visible Infra Red, Near
Infra Red y Mid Infra Red del espectro electromagnético (200-700nm). La caracterizacion
del comportamiento de un compuesto frente a una radiaciéon electromagnética confiere el
espectro de absorcion, emision o fluorescencia particular de cada sustancia. Un espectro de
absorcion es una representacion grafica que indica cantidad de luz absorbida a diferentes
valores de longitud de onda (Abril Diaz et al., 2010). A partir del espectro de absorciéon de
un compuesto se obtendra el valor de longitud de onda al que el compuesto presenta mayor
absorbancia. Dicha lonitud de onda se empleara para determinar condiciones cuantitativas y
cualitativas del compuesto. En la Ilustraciéon 1 se muestra un ejemplo del espectro de
absorcion de la Protoporphirine IX (PpIX).
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Liustracion 1- Espectro de absorcion de la PpIX. Fuente: (Pacheco et al., 2014)

En los fenémenos de absorcion y dispersion, las longitudes de onda de la sefial reflejada por
los tejidos son las mismas que las longitudes de onda con las que se ha radiado el compuesto.
En cambio, en la fluorescencia, la longitud de onda que reflejard el compuesto siempre sera
distinta y superior a la de la luz con la que se ha iluminado. Iluminando un tejido con una
longitud de onda UV se recibira una respuesta dentro de la regiéon visible del espectro
electromagnético.

Encontramos distintas formas de caracterizar espectralmente un compuesto fluorescente
(Corti, 2020) :

- Espectro de emision de fluorescencia: muestra la inensidad de fluorescencia medida
en un rango de longitudes de onda de emision a una longitud de onda de excitacion
fija. En la Ilustraciéon 2 se encuentra un ejemplo de un espectro de emision de
fluorescencia.
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Liustracion 2- Ejemplo de un espectro de emision de fluorescencia para una longitud de onda de excitacion de
300nm. Fuente: (Corti, 2020)

- Espectro de excitacion de fluorescencia: muestra la intensidad de fluorescencia en
una longitud de onda de emision particular para un rango de longitudes de onda de
excitacion. En la Ilustracion 3 se muestra un espectro de excitacion de fluorescencia.
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Liustracion 3- Ejemplo de un espectro de excitacion de fluorescencia para una longitud de onda de emision de
450 nm. Fuente: (Corti, 2020)

El analisis e interpretacion de los espectros de emision y excitaciéon permitira seleccionar un
fluminante de longitud de onda igual a la longitud de onda de excitacién y un filtro éptico
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que permita el paso de longitudes de onda de un rango de interés (en este caso rango de
longitud de onda que contenga la longitud de onda de emisién pico). El filtro éptico
seleccionado se colocara sobre la 6ptica de un sensor de captura, permitiendo registrar
unicamente la sefial de longitud de onda caracteristica de la fluorescencia del compuesto. El
tejido de interés se iluminara con la fuente de luz monocromatica seleccionada y la senal de
respuesta emitida por el tejido se registrara con la camara provista del filtro 6ptico. Asi se
obtendra una imagen que muestre la fluorescencia emitida por el compuesto de analisis.

El registro 6ptimo de la informacion requiere pues una acotacion exacta de las longitudes de
onda con las que se iluminara el tejido y las longitudes de onda que se registraran en el sensor
(Moncho Santonja, 2018).

En el experimental del presente trabajo la acotaciéon de las longitudes de onda se va a
conseguir con el uso de luces LED monocromaticas y la acotacion del rango espectral
registrado por el sensor de captura de imagen se conseguira acoplando filtros de paso delante
del objetivo del sensor de una camara digital de un smarphone. Las caracteristicas técnicas

de los iluminantes y filtros empleados en la Tesis Doctoral se adjuntan en el Anexo 9 y Anexo
10.

La autofluorescencia es un caso particular del fenémeno de fluorescencia. Existe una amplia
bibliografia publicada de estudios que explican cémo en los tejidos bioldgicos se encuentran
moléculas que, cuando un tejido se encuentra libre de enfermedad, tienen unas
composiciones concretas. Si se sabe el comportamiento de estas sustancias bajo una luz
concreta, analizando esta sefial se podran detectar cambios en la composicién tisular. En
algunos casos las moléculas presentes de forma natural en los tejidos presentan propiedades
fluorescentes (fluoréforos) y analizando la sefial de fluorescencia de éstos se podran detectar
cambios o alteraciones.

A continuacién se plasma una sintesis del estudio de la florescencia desde la perspectiva de
uso como herramienta de diagndstico en el ambito biolégico. La informacién se ha
obtendido de un estudio (Ramanujam, 2000) que da una vision general de la
conceptualizacion de la técnica.

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica rapida, cuantitativa y no invasiva que puede
ser empleada en la identificaciéon de elementos tisulares, cambios metabdlicos y alteraciones
en tejidos y estructuras biologicas. La espectroscopia es el estudio de la interacciéon de la
radiacién electromagnética con la materia. Existen tres fases o aspectos generales en los
procesos de medida y analisis mediante espectroscopia de imagen:

- Irradiacion de una muestra con radiacion electromagnética;
- Medida de la absorcion, fluorescencia y dispersion
- Analisis e interprestacion de las medidas

En la regiéon Ultra Violeta y Visible del especro electromagnético, la absorcion y la
fluorescencia han sido y estan siendo fenémenos propuestos como herramientas diagnosticas
en procesos pre canerosos y oncolégicos en la superficie epitelial.

El fenémeno de la fluorescencia viene desencadenado por variaciones en los estados
energéticos de los electrones de las moléculas. Cuando una molécula se ilumina con una
longitud de onda de excitacién, ésta absorbe la energfa y se activa desde su estado
fundamental a un estado de excitacién. La molécula puede volver a su estado fundamental
liberando la energfa que previamente ha absorbido. Dicha liberacién de energia se hace con
la emisiéon de una energia radiante que se emite (longitud de onda de emisién) y que presenta
menor energfa (y mayor longitud de onda) que la energia incidente inicial.
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La intensidad de fluorescencia emitida por una molécula biolégica es funcién de la
concentracion de la misma.

Estas moléculas biolégicas presentes de forma natural en los tejidos biolégicos y capaces de
emitir fluorescencia, se conocen como fluoréforos endoégenos. Sus maximos de excitacion
se encuentran en longiudes de onda UV-VIS [250-400nm] y los maximos de emisiéon se
encuentran en longitudes de onda principalmente en el rango VIS [300-700 nm]. En la Tabla
1 encontramos los principales fluoréforos endogenos con sus longitudes de onda de
excitacién y emision (nm).

Endogenous Excitation Emission
fluorophores maxima (nm) maxima (nm)
Amino acids
Tryptophan 280 350
Tyrosine 275 300
Phenylalanine 260 280
Structural proteins
Collagen 325 400, 405
Elastin 290, 325 340, 400
Enzymes and coenzymes
FAD, flavins 450 535
NADH 290,351 440), 460
NADPH 336 464
Vitamins
Vitamin A 327 510
Vitamin K 335 480
Vilamin D 390 480
Vitamin Bg compounds
Pyridoxine 332,340 400
Pyridoxamine 335 400
Pyridoxal 330 385
Pyridoxic acid 315 425
Pyridoxal 5'-phosphate 330 400
Vitamin Byz 275 305
Lipids
Phospholipids 436 540, 560
Lipofuscin 340-395 540, 430460
Ceroid 340-395 430460, 540
Porphyrins 400-450 630, 690

Tabla 1- Mdximos de excitacion y emision de moléculas bioldgicas que presentan los fluordforos enddgenos. Fuente:
(Ramanujam, 2000)

Es de interés el caso de la fluorescencia que presentan las porfirinas. Presentan una
fluorescencia roja con picos en 630nm y 690nm cuando son excitadas por longitudes de onda
de la region ultravioleta y azul del espectro electromagnético entre 400nm y 450nm.

La técnica de analisis de sefial de fluorescencia es sensible a cambios que pueden ser
precursores de manifestaciones morfolégicas como tumores. La técnica también tiene
potenciales aplicaciones para la evaluacion de la respuesta de tejidos a medicamentos y
farmacos.

La excitacion y analisis de la sefial emitida por los fluoréforos endégenos ha sido validada en
trabajos previos aplicados en distintas areas médicas. A continuacion se detalla una muestra
de algunas aplicaciones en distintos ambitos médicos.

En dermatologfa, se ha empleado la autofluorescencia en la detecciéon temprana de
hiperpigmentaciones y presencia anormal de melanocitos (Kollias, 1997). Tal y como se
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desarrollara y validara en la presente Tesis la imagen de autofluorescencia es una herramienta
con un gran potencial aplicada a la cuantificaciéon de Acne vulgaris.

En cirugias de tracto urinario, encontramos un estudio (Zaak et al., 2003) en el cual se
muestra la autofluorescencia producida bajo una longitud de onda de excitaciéon de 308nm
por la vegija.

En oftalmologfa se usan técnicas de analisis de autofluorescencia para evaluar la distribucién
de la lipofuscina en la retina. La lipofuscina es un fluoréforo intrinseco ocular que al ser
excitado con longitudes de onda en el rango 300nm-600nm emite fluorescencia en el rango
400nm-800nm, presentando un pico maximo de emision en el rango 600nm-640nm (Oishi
et al., 2019).

En otorrinolaringologia se ha validado la utilidad de la broncoscopia de fluorescencia para
mejorar la capacidad de deteccion del cancer de pulmon. Varios trabajos (Zhang et al., 2022)
han estudiado la disminucién de la fluorescencia verde del tejido traqueofaringeo cuando se
presentan adenocarcinomas pulmonares. Para el andlisis se han empleado fuentes de
excitacion de 488nm y se ha estudiado la respuesta en el rango de 500nm-550nm.

En el control de las tlceras plantares diabéticas se esta analizando el uso de la imagen de
autofluorescencia que registre procesos bacterianos asociados a la enfermedad (Rahma et al.,
2022). Se emplea imagen de autofluorescencia con iluminaciéon de 405nm y registro de la
sefial en el rango de los 590nm-690nm.

A nivel celular, se estan desarrollando técnicas y metodologias para emplear la
autofluorescencia del NADH como biomarcador para la clasificacion y caracterizacion de
células de tumores cerebrales (Yuan et al., 2019).

La imagen de fluorescencia es una herramienta/técnica que ademas puede ser opimizada
mediante algoritmos de procesado y analisis de imagen.
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CAPITULO 2: Objetivo General y
Objetivos Especificos de la Tesis

30



El OBJETIVO GENERAL de la tesis es el desarrollo de una metodologia de inspeccion
visual y registro de imagenes de autofluorescencia para la mejora en el diagnéstico temprano
de a) la afeccién oncolégica Carcinoma Escamoso epidermoide y b) la mejora en la
cuantificacién y caracterizaciéon temporal objetiva de la enfermedad dermatologica Acne
vulgaris.

Se plantean pues tres objetivos especificos que permiten desarrollar de forma estrcturada el
objetivo general de la Tesis.

OBJETIVO ESPECIFICO 1. Desarrollo de una metodologia que mejore la capacidad de
deteccion temprana del Carcinoma Escamoso epidermoide.

OBJETIVO ESPECIFICO 2. Validacién y desarrollo de una metodologfa que se basa en el
aprovechamiento de la autofluorescencia para la mejora en los procesos de seguimiento y
registro documental de las lesiones causadas por la infeccién Acne vulgaris.

OBJETIVO ESPECIFICO 3. Desarrollo de un algoritmo de cuantificacién objetiva de la
enfermedad Acne vulgaris sobre imagenes de autofluorescencia de la enfermedad.
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CAPITULO 3. Desarrollo completo
del OBJETIVO ESPECIFICO 1.

Desarrollo de una metodologia que mejore la
capacidad de deteccion temprana del Carcinoma

Escamoso epidermoide.

TRABAJO ASOCIADO:

Estudio Observacional con DICTAMEN FAVORABLE para su desarrollo en la
Unidad de Otorrinolaringologia del Hospital Lluis Alcanyis de Xativa.
ANALISIS DE IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO
POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCION DE
LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS.
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El desarrollo de la nueva metodologia de mejora en la visualizacién y deteccion de lesiones
se ha planteado y desarrollado en un proyecto de investigacién presentado como un Estudio
Observacional titulado “ANALISIS DE IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA
PARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LLA DETECCION
DE LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS”. El Estudio
Observacional se ha planteado en colaboracién con el Servicio de Otorrinolaringologia del
Hospital Llufs Alcanyis de Xativa y con dictamen faborable a la realizacion del estudio del 29
de Septiembre de 2021. La responsable principal del desarrollo del proyecto es la Doctora
D. Purificacion Puig. Se adjunta en ANEXO 8 el permiso de inclusién del proyecto y su
documentacion en la presente tesis.

El Carcioma Escamoso epidermoide es una lesion oncoldgica muy frecuente en clinica
otorrinolaringoldgica. Las lesiones provocadas por la aparicién del carcinoma escamoso
epidermoide suelen manifestarse con aparicion en las mucosas bucales, en la lengua, labios y
rostro de los individuos y es uno de los diez canceres mas frecuentes del mundo (Hernandez
etal., 2021; Alacan Pérez et al., 2017). Su incidencia esta en pleno crecimiento y presenta una
tasa de morbilidad muy alta. Su diagnéstico principal se lleva a cabo en clinica
otorrinolaringolégica, mediante inspecciéon visual bajo luz blanca convencional; siendo
habitual que la deteccién de la lesion se realice en fases avanzadas de la enfermedad (Morales
Puebla et al., 2020).

La dificultad de deteccion de la enfermedad en estadios tempranos se debe a que las lesiones
no manifiestan alteraciones de la mucosa de la cavidad oral perceptibles a simple vista, ni
tampoco la enfermedad produce una patologia que permita establecer un diagnostico
temprano. Visualmente la mucosa afectada aparece del mismo color y textura que la mucosa
sana. Nos encontramos, por tanto, ante una lesiéon para la cual la exploracion fisica visual
con empleo de un iluminante blanco convencional resulta inespecifica e insuficiente. Esto
provoca de forma directa que la gran parte de las lesiones se diagnostiquen cuando su estadio
es avanzado.

Ahora bien, aunque la lesién en fases tempranas a simple vista y bajo luz blanca tenga un
aspecto cromatico muy similar al de la mucosa sana circundante, histolégicamente presenta
diferencias moleculares (Arévalo Nueva et al., 2019).

La lesion y sus precursoras (Becquart & Guillot, 2020) presentan un aumento de la
concentraciéon de queratina (Rodriguez et al, 2021; Martinez-Cervantes et al., 2021)
fenémeno conocido como hiperqueratosis. Es esta hiperqueratosis el factor que se estudiara
en el proyecto de investigacion planteado.

La queratina es ademas una proteina estructural que presenta autofluorescencia (McMullen
et al., 2012).

En la actualidad existe instrumental comercial (principalmente VELScope y Vizilite Plus)
que se basan en el analisis de pérdida de la autofluorescencia natural de la mucosa bucal para
el diagnostico de lesiones. La mucosa oral esta compuesta principalmente por una matriz de
colageno y elastina; dos proteinas que presentan una fluorescencia en el rango 500-550nm
bajo iluminacion ultravioleta. Si se produce una acumulaciéon anormal de un compuesto sobre
la mucosa oral, la lesién impide que esa regiéon emita fluorescencia. La zona con lesion se
apreciara mas oscura que el resto de la cavidad oral. Del analisis de los estudios que emplean
dicha técnica se encuentra un problema principal: la falta de especificidad de la técnica; la
pérdida de fluorescencia natural se puede deber a varios factores (entre ellos cualquier
pequena infecciéon que aparezca en la cavidad oral), no tinicamente a la apariciéon de lesiones
de Carcinoma Escamoso epidermoide. Es por ello por lo que en clinica, aunque existe este
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instrumental, esta en desuso (Shah et al., 2020; Rashid y Warnakulasuriya, 2014; Epstein et
al., 2012; Nagi et al., 2017).

Tras un estudio completo del comportamiento de la enfermedad, sus formas de diagndstico
actual y los estudios especificos de analisis de la fluorescencia como herramienta diagnéstica,
como se ha avanzado, se ha propuesto una nueva metodologia basada en la deteccion del
aumento de la intensidad de sefial de autofluorescencia provocada por las lesiones
hiperqueratdsicas precursoras de la enfermedad como parametro diagndstico a evaluar en la
deteccién temprana del Carcinoma Escamoso epidermoide.

La metodologia completa que se aplicara, validara y desarrollara se describe de forma
completa en la Memoria Cientifica del Proyecto de Investigacion. Dicha Memoria contiene
(entre otra informacion):

- Revisién de la literatura existente de instrumental y metodologia que emplea el
analisis de la fluorescencia en la deteccion del Carcinoma Escamoso epidermoide.

- Plan de trabajo y estructuracion del proyecto.

- Descripcion disefio del proyecto, descripcion de la poblacion de estudio, criterios de
inclusién y exclusién, metodologia de obtenciéon y manejo de datos, descripcion
analisis estadistico a aplicar a los datos, etc.

**El] calendario de ejecucion del proyecto se vi6 alterado por la pandemia causada por la
COVID-19 y se iniciara en el ultimo trimestre de la anualidad 2022.
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CAPITULO 4. Desarrollo completo
del OBJETIVO ESPECIFICO 2.

Validacion y desarrollo de una metodologia
basada en el aprovechamiento de la
autofluorescencia para la mejora en los procesos
de seguimiento y registro documental de las
lesiones causadas por la infecciéon Acne

vulgaris.

TRABAJOS ASOCIADOS:

Publicacion Congreso Internacional

Moncho Santonja M, Sanz Alaman MB, Defez Garcia B, Lengua Lengua I, Peris-
Fajarnés G. Analysis of segmentation methods for acne wvulgaris images.
Proposal of a new methodology applied to fluorescence images.

2019, INNODOCT 2019. http://dx.doi.org/10.4995/INN2019.2019.10946

Publicacion 1indexada en JCR

Peris-Fajarnés G, Moncho Santonja M, Defez Garcia B, Lengua Lengua I.
Segmentation Methods for acne vulgaris images: Proposal of a new methodology
applied to fluorescence images. 2020 Skin Research and Technology. 2020;26:735-

740. https://doi.org/10.1111/srt. 12856
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El Acne vulgaris es una patologia dermatoldgica que afecta a las unidades pilosebaceas. Es
una de las ocho enfermedades dermatoldgicas con mayor incidencia a nivel mundial (Ramli
etal.,, 2012) y se estima que afecta al 85% de la poblacién de entre 12 y 25 afios (Fernandez
Vaglio y Pérez Céspedes, 2020). El desarrollo de la enfermedad se da principalmente en las
areas faciales y torso superior de los individuos, llegando a provocar dafios psicolégicos en
los pacientes que la sufren (Hazarika, 2019).

El Acne vulgaris es un desorden infeccioso, causado por la proliferacion y colonizaciéon de
la  bacteria Cutibacterium acnes (conocida hasta 2021 como Propinobacterium acnes)
(Dréno et al., 2018).

Para plantear el desarrollo de una metodologia de registro de la fluorescencia asociada a la
enfermedad Acne vulgaris, se han revisado los estudios que analizan si el Acne vulgaris puede
ser caracterizado y detectado mediante técnicas de imagen de fluorescencia.

La bacteria Propinobacterium acnes por si misma no presenta fluorescencia, pero produce
unos metabolitos (porfirinas) que emiten fluorescencia roja bajo iluminacién con luz
ultravioleta (Koeing et al., 1994). Es desde principios de la década de 1990, cuando se
empezaron a desarrollar estudios para analizar si la fluorescencia roja que presentan las
porfirinas cuando son excitadas con luz UV puede ser empleada para la deteccion e
identificacion de lesiones. Se encuentra una discrepancia entre los resultados de los estudios
publicados y una falta de concluisiones validas sobre la asociacion de la fluorescencia roja
con la presencia de infeccién por Acne vulgaris. En base a un instrumental propio que emplea
como fuente de excitacién iluminantes con longitudes de onda en el rango 340-380nm vy el
empleo de un filtro 6ptico ISO 1600 sobre la Optica de una camara RGB, en un estudio
(Luccina et al.,, 1996), los investigadores concluyen que las imagenes de fluorescencia roja
obtenidas si tienen utilidad en el registro y evaluacion de la infeccién. Woong et Al. (2009)
emplean imagenes tomadas con una camara RGB sin filtro 6ptico que acote el registro de
longitudes de onda y emplen la Luz de Wood para iluminar el area de estudio. Con las
imagenes obtenidas concluyen que la fluorescencia roja no es caracteristica de P. acnes. Un
afio mas tarde se publica en Dobrev (2010) un trabajo que emplea el instrumental comercial
VISIOPOR para el analisis de la fluorescencia infecciosa y se determina que la imagen de
fluorescencia si puede ser empleada para realizar tanto un diagnodstico objetivo de la
enfermedad como como en la evaluacion de efiacia de tratamientos.

Empleando el instrumental comercial VISIA, (Khongsuwan et al., 2011) los autores estudian
las imagenes obtenidas asumiendo la validez de la fluorescencia para la deteccion de puntos
infectados. En 2016, empleando VISIOPOR vy otros instrumentales comerciales, (Richter et
al., 2016) validan que la cantidad de fluorescencia amarillo-anaranjada en las imagenes indica
la presencia de infeccién y su severidad. Ese mismo afio, en un estudio (Alexeyev, 2016) se
describe de forma sintetizada pero muy concreta los trabajos que emplean el uso de la
fluorescencia roja inducida por luz ultravioleta para la discriminacién de puntos con Acne
vulgaris, concluyendo que pese a que el analisis de imagenes de autofluorescencia es una
técnica con gran potencial, es necesaria mas investigacion detallada para poder ser avalada.
En 2017, (Patwahan et al., 2017) se emplea VISIA para intentar determinar si la fluorescencia
roja es producida como consecuancia de la infeccién y que, por tanto, pueda ser indicativa
de la presencia de Propinobacterium acnes. Se concluye que la fluorescencia puede ser tutil
cuando se establece un ratio de comparacién de los valores de intensidad de dos imagenes
que registran dos intervalos de longitudes de onda correspondientes a la region verde y roja
del espectro electromagnético. Es en 2018 cuando se publica un estudio determinante que
demuestra que la fluorescencia roja (635nm) inducida por luz UV esta producida por la
presencia activa de P. acnes (Xu et al., 2018).
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Tal y como se observa, se ha encontrado una gran discrepancia e incluso contradicciones en
los estudios publicados durante décadas y que analizan si la fluorescencia roja y amarillo
anaranjada que se registra en imagenes bajo luz ultravioleta esta asociada a la presencia de
Propinobacterium acnes. Es en 2018 cuando se publica el trabajo (Xu et al., 2018) que analiza
de forma minuciosa el comportamiento fluorescente de las sustancias presentes a nivel
folicular. El trabajo describe a nivel microscoptico el comportamiento particular de la
fluorescencia de la piel a nivel folicular en pacientes con Acne vulgaris. Se descarta que la
fluorescencia roja sea emitida por el sebo y que ésta (cuando aparece) viene asociada a la
presencia de la bacteria Propinobacterium acnes. Concluye que la fluorescencia emitida por
las porfirinas en el rango rojo del espectro electromagnético (con un pico de emisioén a
635nm) bajo iluminacién UV puede ser usada como un indicador de monitoreo de la
desnisdad de P. acnes. Por tanto, se avala la posibilidad de emplear la fluorescencia roja
inducida por luz UV para la caracterizaciéon de lesiones de Acne vugaris.

Una vez confirmada la posibilidad de emplear la sefal de fluorescencia roja como
identificador de presencia de Acne vulgaris, se ha analizado el instrumental empleado para la
captura de imagen de autofluorescencia del Acne vulgaris en los trabajos publicados, asi
como funcionamiento del instrumental comercial empleado (Visiopor, VISIA). Visiopor
emplea una iluminacién UV de 365nm y VISIA emplea una iluminacién en el rango 375-385
nm. En 2019 se publica un estudio (Budi et al., 2019) en el cual se emplea VISIOPOR y se
concluye que la fluorescencia amarillo-anaranjada de las imagenes que emplean no tienen una
relacion directa con la enfermedad Acne vulgaris.

El estudio y analisis de los trabajos publicados ha permitido desarrollar dos aspectos
principales:

- En primer lugar validar en laboratorio la capacidad de obtener imagenes de
fluorescencia mediante la combinacién de un iluminante monocromatico y un filtro
optico adaptado a la camara RGB con la que se ha desarrollado el presente trabajo.
Se ha podido reproducir la captura de imagenes de fluorescencia tal y como se
describe en la literatura publicada. ILa capacidad de replicar la adquisicion de las
imagenes de estudios ya publicados confirma y valida nuestra capacidad de trabajar
en el registro de imagenes de fluorescencia. La validaciéon de los resultados se ha
publicado como parte del contenido de la Publicacién 1 Indexada JCR.

Para la validacién de la capacidad técnica de obtencion de imagenes de fluorescecia, se ha
hecho uso de una camara RGB de un smartphone, iluminantes monocromaticos y Luz de
Wood y varios filtros de paso alto. Se han reclutado pacientes de entre 19-23 afios y se han
obtenido imagenes de autofluorescencia a partir de las siguientes combinaciones iluminante-
filtro:

Tluminante: Luz de Wood
Filtro de paso: OG-515 (> 515nm)

Iluminante: Luz LED monocromatica 365nm
Filtro de paso: OG-515 (> 515nm)

Iluminante: Luz de Wood
Filtro de paso: OG-530 (> 530nm)

Tluminante: Luz LED monocromatica 365nm
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Filtro de paso: OG-530 (> 530nm)

El dispositivo de captura de imagen empleado ha sido un smartphone (iPhone X) dotado de
una camara de 12 megapixeles. El filtro de paso se ha acoplado en la parte exterior de la
optica de la camara. Las fichas técnicas del instrumental empleado se ajduntan en el ANEXO

9.

- En segundo lugar se ha detectado la debilidad principal que presentan los estudios
desearrollados hasta la actualidad en la forma de registrar la imagen de fluorescencia.
En su amplia mayorfa, se caracterizan los puntos infectados por Propinobacterium
acnes por aparecer con una tonalidad amarillo-anaranjada en las imdgenes de
fluorescencia. Dado que el establecimiento de un umbral por caracterizacion
cromatica resulta poco objetivo y reproducible, hemos desarrollado una técnica que
mejora la identificaciéon de puntos infecciosos basada en una acotacién del rango
espectral de captura y registro de la imagen medante una combinacién nueva de
fluminante-filtro éptico.

De forma coherente con la técnica descrita en (Xu et al., 2018), hemos planteado una técnica
instrumental que permite la obtencién de imagenes de fluorescencia que identifican de forma
objetiva (no es susceptible a matices colorimetricos tales como puntos amarillo-anaranjados)
la presencia de puntos colonizados por P. acnes. Se ha empleado para la captura de imagenes
un filtro de paso alto de 610 nm. Dado que la utilidad de las imagenes obtenidas con Visiopor
en (Budi et al., 2019) no queda avalada, se ha descartado el uso de iluminantes de 375-385
nm.

Esta nueva forma de registro de imagenes que revelen la presencia de P. acnes, junto
con las imagenes que se obtienen es presentada en la Publicacion Indexada 2 JCR y
se basa en una

- iluminacién de la region de interés con una luz monocromatica de 365nm.

- captura de imagenes de la region de interés con una camara RGB de 12 megapixeles
en modo monocromatico dotada de un filtro 6ptico de paso alto RG-610 que permite
registrar inicamene las longitudes de onda > 610 nm.

En las imagenes que se obtienen, los puntos infectados por Propinobacterium acnes aparecen
en color blanco, mientras que los puntos no infectados aparecen como gris oscuro, siendo
posible una diferenciacion objetiva de los foliculos infectados y los no infectados.

A continuacion se muestra un esquema de la configuracion del experimental asi como las
imagenes resultantes obtenidas.
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MONOCROMATIC MODE

PATIENT UNDER
CONVENTIONAL LIGHT

llustracion 4- Esquema de la configuracion experimental de la metodologia propuesta para la identificacion de puntos
infectados por P. Acnes
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RESULTADOS OBTENIDOS:

2)

b)

En primer lugar se ha obtenido una validaciéon de la capacidad técnica de
reproduccion y registro de imagenes de fluorescencia con un iluminante LED
monocromatico y un filtro optico acoplado sobre la 6ptica de la camara de un
smarphone, tal y como se describia en la bibliografia revisada. Las imagenes que han
permitido validar la técnica se muestran en la Publicacion Indexada 1 JCR.

Se propone una nueva técnica basada en el empleo de un iluminante de 365nm como
fuente de excitacion y el registro de imagenes en modo monocromatico a través de
un sensor al cual se le ha acoplado un filtro de paso alto de 610nm. Esta nueva
combinacién y técnica permite la obtenciéon de una imagen en la que los puntos
infectados aparecen blancos y el resto de estructuras sanas en tonalidades oscuras.
Asi, se elimina la subjetividad asociada a la seleccién de los puntos infectados por
presentar tonalidades amarillo-anaranjadas. La variabilidad cromatica en las nuevas
imagenes es infinitamente menor y un umbral de clasificacién mucho mas sencillo de
establecer.

Las caracteristicas técnicas de los iluminantes monocromaticos y filtros épticos empleados
en el proceso de validacion técnica se adjuntan en el ANEXO 9.

Las caracteristicas técnicas del iluminante y filtro 6ptico propuestos en la nueva técnica de
registro de imagen de fluorescencia se adjuntan en el ANEXO 10.
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CAPITULO 5. Desarrollo completo
del OBJETIVO ESPECIFICO 3.

Desarrollo de un algoritmo de cuantificaciéon
objetiva de la enfermedad Acne vulgaris sobre
imagenes de autofluorescencia de la

enfermedad.

TRABAJOS ASOCIADOS:

Pubplicacion 2 indexada en JCR

Moncho Santonja M, Mic6-Vicent B, Defez B, Jordan J, Peris-Fajarnés G.
Hough Transform Sensitivity Factor Calculation Model Applied to the Analysis
of Acne Vulgaris Skin Lesions. Applied Science. 2022, 12, 1961.
https://doi.otrg/10.3390/app12031691

Articulo de revision susceptible de publicacion en JCR

Title: Segmentation of acne vulgaris images algorithms.
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Pese a que el Acne vulgaris es una enfermedad facil de diagnosticar, el polimorfismo que la
enfermedad presenta provoca una gran complejidad para determinar y cuantificar el grado
de severidad de la afeccién. Segun el aspecto pleomorfico se pueden identificar lesiones
primarias y lesiones secundarias. Las lesiones cutineas primarias en acné pueden dividirse en
dos categorias principales: lesiones no inflamatorias y lesiones inflamatorias (comedones
abiertos y cerrados, papulas, pastulas y nédulos). El grado de actividad de la enfermedad
viene marcado por las lesiones primarias (Becker et al., 2017).

Las lesiones secundarias se derivan del resultado de las lesiones primarias, tales como
hiperpigmentacién, descamamiento, etc.

Si se revisa la literatura publicada relacionada con el manejo de la enfermedad y la
cuantificacién y determinaciéon del grado de severidad de ésta, se pueden encontrar la
infinidad de técnicas y metodologias empleadas.

No existe consenso ni en la forma de evaluar las lesiones de los pacientes ni en las escalas y
metodologias para calcular el grado de severidad de la enfermedad.

En (Witkowski y Parish, 2004) se hace un estudio de los sistemas empleados a lo largo de la
historia para identificar lesiones, clasificarlas y definir el estadio o grado de severidad de la
enfermedad. Los autores explican que se pueden diferenciar entre dos formas principales de
establecer la severidad de la enfermedad: establecer un grado global de la enfermedad (global
grading) y contar el numero de lesiones (lesion counting). Global grading se basa en
identificar el tipo de lesiones predominantes, identificar si existe o no inflamacién y estima
la extension que ocupan las lesiones. Este tipo de metodologfa establece el grado de severidad
por comparaciéon con imagenes de referencia o con textos descriptivos (escalas). Pequenas
lesiones inflamatorias y comedones no son identificadas en la mayoria de ocasiones. Lesion
counting se basa en un conteo del numero de cada tipo de lesiones. Primero se diferencian
los tipos de lesiones que aparecen y posteriormente se cuantifica cada tipo de lesién. Es un
método mas objetivo, que permite distinguir pequefas diferencias sobre la respuesta
terapéutica de la enfermedad, el efecto de los tratamientos sobre lesiones individuales puede
ser estimado y es mas empleado en los ensayos clinicos de evaluacion de eficacia de
tratamientos. Como conclusiéon principal, establece que hay una necesidad inminente de
establecer un tipo de clasificacién de la enfermedad estandarizado a nivel global.

En (Adityan et al., 2009) se analizan los sistemas de clasificacion del grado de enfermedad de
Acne vulgaris. En concordancia con lo descrito en Witkowski y Parish (2004), afiade un
nuevo tipo de metodologia que es la basada en técnicas de ayuda tales como la toma de
fotografias o la captura de imagenes de fluorescencia. Afiade que la imagen de fluorescencia
tiene ventajas sobre la imagen RGB en tanto que mejora la estimacién del numero de
comedones y realza los eritemas. Establece una descripcion completa de las distintas escalas
propuestas cronolégicamente para establecer el grado de severidad del acné y las
metodologias basadas en el conteo de lesiones. Concluye con que la obtencién de la severidad
de la enfermedas sigue siendo un reto para los dermatélogos. No existe un sistema de
establecimiento del grado de severidad aceptado universalmente y describe como deberfa ser
un sistema de obtencién de severidad ideal: reproducible, que registre la informacion de
forma permanente, simple de usar por el personal médico en clinica, barato, rapido y que
permita a su vez reflejar criterios subjetivos.

Un estudio (Becker et al., 2017) pone de manifiesto la gran variabilidad y falta de uniformidad
en las metodologias de establecimiento de la severidad de la enfermedad. Se plasma de forma
tabulada todos los desarrollos y metodologias propuestas para establecer la severidad de la
enfermedad. Sigue diferenciando las dos grandes formas de evaluacién: Global grading y
lesion counting. Ambas formas presentan ventajas e inconvenientes. Global grading se aplica
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mejor en clinica, siendo un método muy rapido. En ensayos clinicos e investigaicén lesion
countig proporciona resultados mucho mas objetivos; los efectos de tratamientos sobre los
distintos tipos de lesiones pueden ser evaluados de forma precisa en base a la cuantifiacion
de cada tipo de lesiones y el analisis de su evoluciéon temporal. Sin embargo, y dada la
complejidad en el establecimiento de un criterio o metodologia estandarizado, la FDA ha
reconocido y recomendado el uso de ambas formas de valoraciéon como formas de medida
resultados de ensayos clinicos. Introduce también nuevas técnicas de imagen y tecnologias
aplicables en la evaluacion y determinaciéon de la severidad de la enfermedad, haciendo
especial mencion a la utilidad de sistemas de segmentacion de imagen a color con algoritmos
basados en clistering y K-means y analisis de imagenes de fluorescencia.

Si se analiza el tltimo consenso espafnol para establecer una clasificacion y un algoritmo de
tratamiento del acné (Lopez-Esterbarnz et al., 2017) se observa que la clasificaciéon empleada
en Espafa para establecer el grado de severidad de la enfermedad y en base a la cual se
determina qué tratamiento se aplica al paciente, el acné se clasifica como acné comedoniano,
acné papulopoustuloso leve o moderado, acné papulopustuloso grave o nodular moderado
y acné grave noduloquistico o con tendencia a desarrollar cicatrices. Se emplea un sistema
basado en Global Grading. Se vuelve a mencionar la existencia de multiples escalas de
gradacion del acné basadas en distintos aspectos de la enfermedad y pone de manifiesto la
necesidad de establecer un sistema universal de clasificacion del acné. La dispersion de
criterios de clasificacion dificulta la comparacion de resultados entre estudios y la utilizacion
de los algoritmos de tratamiento.

En 2019 encontramos un estudio que describe de forma muy similar a los anteriores la falta
de un sistema internacional estandarizado para la clasificacién y establecimiento de la
severidad de la enfermedad (Plewing, 2019). Muestra la falta de un sistema de clasificacion
global o conteo numérico que pueda abarcar la gran variedad de formas de enfermedad. La
falta de una metodologfa de evaluacion y sistema de clasificacién internacional estandarizado
para la identificacion del grado de severidad de la enfermedad es un punto de confusién y
controversia que impide comparar (por ejemplo) estudios de eficacia de farmacos entre
distintos pafses. Sigue haciendo énfasis en la necesidad de registro de imagenes de los
pacientes para mejorar la objetividad de clasificacion.

Uno de los estudios mas recientes y que pone en evidencia la falta de una metodologia de
clasificacién y valoracion del grado de severidad de la enfermedad estandarizada es una
revision sistematica de la epidemiologia del Acne vulgaris (Sing Heng y Chew, 2020). Se
analizan una serie de estudios desarrollados entre 1999 y 2019 que describen las formas en
las que se presenta el acné en diferentes pafses para poder identificar qué factores influyen
en la enfermedad. Uno de los factores que se describe de cada estudio es el sistema de
evaluacion de la severidad de la enfermedad y en practicamente todos los estudios y paises
se emplea un método diferente.

Algunas de las escalas de comparacion mas comunes para la valoracién del grado de
severidad de la enfermedad basadas en global grading son:

- Leeds technique: publicada en 1984 consiste en una escala numérica de severidad 0-
10 (Ri Woo y Sung Kim, 2022). La severidad se establece por comparacion visual del
paciente con un set de imagenes de referencia (Burke y WJ, 1984).

- Global Acne Grading System (GAGS): se divide la region facial en seis areas. Un
factor de 1 a 3 se atribuye a cada area basandose en su tamafio. Un segundo factor 0-
4 se asigna a cada region en funcion del tipo de lesion predominante, siendo 0 la
ausencia de lesion, 1 comedones, 2 papulas, 3 pustulas y 4 nédulos. Los dos factores
anteriores se multiplican y se obtiene un valor. Si dicho valor es entre 1-18 se
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considera acné leve, 19-30 se considera acné moderado, 31-38 se considera severo y
mayor que 39 acné muy severo (Doshi et al., 1997). Existe una gran subjetividad
cuando el dermatélogo tiene que comparar y esablecer los tipos de lesion
predominantes (entre otros factores).

- Comprehensive Acne Severity System (CASS). Se establecen seis grados de severidad
de acné en funcién de una descripcion textual de las lesiones (Tan et al., 2007). Ej.:
acné moderado — mas de la mitad del area facial afectada, con numerosos comedones,
papulas y puastulas — acné leve — facil de reconocer, menos de la mitad del area facial
afectada, bastantes comedones, papulas y pustulas.

Por tanto, se puede concluir que no existe un método unificado universal para la clasificacion
y establecimiento de la severidad de la enfermedad. La medida objetiva de la enfermedad es
una cuestion que en la actualidad no ha sido resuelta.

Son varios los estudios que han avalado que el conteo del numero total de lesiones es la
forma mas objetiva de establecer el grado de severidad que presenta cada individuo y es una
forma objetiva y estandarizable de evaluar y comparar la respuesta de la enfermedad a los
tratamientos.

En todos los estudios se hace énfasis en: a) la necesidad del desarrollo y aplicacién en clinica
de técnicas de captura de imagen que permitan obtener un registro de cada caso clinico, b)
la necesidad de desarrollo de técnicas que de forma automatica detecten, cuantifiquen y
evaliuen las anteriores imagenes para evitar la subjetividad intrinseca asociada al conteo
manual de lesiones y c) la necesidad de establecer una metodologia que, como resultado de
combinacién de a) y b) proporcione una forma de valoracion y caracterizacion objetiva de la
severidad o grado de la enfermedad en cada paciente.

Es imprescindible establecer una metodologia estandarizada para poder evaluar (entre otros
aspectos) la respuesta de los tratamientos médicos y valorar la eficacia de los farmacos. Asi
como para poder comparar los resultados obtenidos en distintos estudios.

Para intentar resolver la manifiesta problematica de falta de metodologias automatizadas y
estandarizadas que establezcan un grado de severidad de la enfermedad de forma objetiva,
son varios los investigadores que han desarrollado metodologias de registro de imagen y
desarrollo de algoritmos que de forma automatica caractericen y cuantifiquen la enfermedad.

Para poder desarrollar un algoritmo y un sitema de registro de imagen de autofluorescencia
util, en primer lugar se ha realizado una revision de los algoritmos de segmentaciéon y conteo
aplicados a imagenes de Acne vulgaris. El analisis de todos los algoritmos se ha estructurado
en forma de articulo de revision. Dicho analisis no se ha publicado hasta la fecha porque ha
sido sometido a un proceso constante de revision y actualizacion.

De la caracterizacion de los algoritmos desarrollados para la segmentacion de imagenes de
Acne vulgaris se pueden establecer dos tipologias de algoritmos: los basados en machine
learning y aquellos que emplean técnicas convencionales de procesado de imagen. Asi pues,
se han desarrollado dos algoritmos distintos que nos brindan resultados 6ptimos.

Como se ha podido determinar, hasta el momento no se han aplicado algoritmos basados en
machine learning sobre imagenes de fluorescencia.

RESULTADOS OBTENIDOS:

Se ha desarrollado un algoritmo de identificacién y conteo automatico de lesiones que
permite salvar las limitaciones actuales de evaluacién y monitoreo automatico de la
enfermedad. El algortimo se ha basado en técnicas de aprendizaje automatico (machine
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learning). Este algoritmo se ha aplicado sobre las imagenes propias de validacion técnica
descritas en el OBJETIVO ESPECIFICO 2. Se plantea pues una nueva herramieta que
permite de manera objetiva cuantificar y monitorear la enfermedad. Puede ser aplicada como
metodologia de evaluacion de la eficacia de tratamientos farmacolégicos; posibilita un conteo
automatico del numero de lesiones y permite comparar series de imagenes temporales que
muestren si hay un aumento o desaparicién de lesiones. La validacién de los resultados se ha
realizado por comparaciéon con el numero de lesiones identificadas por expertos
dermatoldgicos sobre las mismas imagenes de fluorescencia. La eficacia del conteo de
lesiones con el algoritmo propuesto es de mas del 90%.

Algunos algoritmos basados en técnicas de procesado de imagen convencional si son
aplicados sobre imagenes de fluorescencia. Como se ha descrito anteriormente, en la tesis se
ha desarrollado una técnica de iluminacion-filtrado que permite distinguir de forma objetiva
los puntos con afeccién de los sanos.

Se ha desarrollado un segundo algoritmo, descrito en la Publicaciéon Indexada 2 JCR, basado
en la aplicaciéon de la Funcién Circular Transformada de Hough sobre imagenes de
fluorescencia capturadas con la nueva propuesta de combinacién iluminacion-filtrado. El
algoritmo brinda como resultado el conteo del nimero de lesiones o de puntos infectados
con una sensibilidad de alrededor del 95%. La validacién del algoritmo se ha realizado por
comparacion del numero de puntos detectados por el algoritmo con el nimero de puntos
detectados por cinco evaluadores distintos en cada imagen.

Ademas, un problema general en la aplicacién de la Funciéon Transformada de Hough ha
sido resuelto. Para poder aplicar en Matlab la Funcién Circular Transformada de Houg se
tiene que indicar el valor de un factor de sensibilidad S. Hasta el momento el valor éptimo
de este factor se obtenia de forma empirica y estimada. Se ha propuesto una metodologia
que, en base a la propia imagen a segmentar, calcula el valor 6ptimo del valor de S factor para
la imagen dada.

De esta forma, se ha plasmado en la Publicacién Indexada 2 JCR:

a) Un algoritmo de conteo del numero de lesiones sobre imagenes de fluorescencia
basado en la aplicaciéon de la Funcién Circular Transformada de HougH con una
sensibilidad del 95%. Asi pues, la combinacién de la nueva técnica de captura de
imagen de fluorescencia de acné junto con el porcesado de dichas imagenes con el
algoritmo propuesto, es una técnica que puede emplearse para la evaluacion de la
severidad del acné. Se obtiene asi una técnica completa de evaluacion mucho mas
objetiva y fiable que la evaluacion global del grado de severidad de la enfermedad.

b) Una metodologia que permite calcular de forma automatica y para cada imagen el
valor 6ptimo de S factor necesario para la aplicacion de la Funcién Circular
Transformada de Houg. Esa aportacion es relevante para la comunidad cientifica
general, pues la Funcién Circular Transformada de Hough se puede aplicar con
resultados robustos en el conteo de elementos circulares sobre imagenes de cualquier
indole. Por ejemplo, para la identificacién y conteo del nimero de glébulos rojos,
identificacion de defectos porosos en azulejo ceramico, etc.

Ademas se aporta una revision completa de todos los métodos de segmentacion de imagenes
de Acne vulgaris desarrolados hasta la actualidad. Articulo de revisiéon susceptible de ser
publicado.
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Argumentacion de las contribuciones de la Tesis

y conclusiones generales.
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La presente Tesis Doctoral se titula Aplicacion de Técnicas de Iluminacién y Procesado de
Imagen Para la Deteccién y Medicion de Lesiones.

El objetivo general de la tesis es es el desarrollo de una metodologia de inspecciéon visual y
registro de imagenes de autofluorescencia para la mejora en el diagnostico temprano de a) la
afecciéon oncolégica Carcinoma Escamoso epidermoide (CEE) y b) la mejora en la
cuantificacién y caracterizacion temporal objetiva de la enfermedad dermatolégica Acne
vulgaris.

El desarrollo de la Tesis se inicié con un analisis bibliografico del uso de la autofluorescencia
en la deteccion del Carcinoma Escamoso epidermoide. Se hizo un analisis completo de los
estudios que describian el comportamiento fluorescente de la mucosa oral, del instrumental
comercial lo analizaba y de los estudios que evaluaban y validaban el uso del instrumental
comercial. Del analisis bibliografico anterior se comprobé que todos los trabajos analizaban
la pérdida de intensidad de fluorescencia verde natural de la mucosa oral para la deteccion de
lesiones. En general, la bibliografia evidenciaba que el uso del instrumental comercial actual
presenta poca sensibilidad en la deteccién de lesiones asociadas al Carcinoma Escamoso
epidermoide. Para mejorar la sensibilidad del instrumental disponible, se plante6 el
aprovechar y analizar la autofluorescencia producida por la hiperqueratosis asociada a las
lesiones del CEE como parametro diferencial. Este enfoque es absolutamente original y es
una novedad presentada en la Tesis. En base a la posibilidad de analizar la sefial de
autoflorescencia hiperqueratdsica se ha desarrollado todo un Proyecto de Investigacién en
colaboracién con la Unidad de Otorrinolaringologia del Hospital Lluis Alcanyis de Xativa.
Planteamiento de un Estudio Observacional.

El Proyecto de Investigacién fue evaluado por el Comité Ftico de Investigacién con
medicamentos del Departamento Arnau de Vilanova-Lliria. Se obtuvo el DICTAMEN
FAVORABLE para el desarrollo del Estudio.

En un inicio, la definicién del Proyecto de Investigacion junto como su desarrollo en clinica
se plante6 como objetivo y trabajo principal de la Tesis. Como consecuencia de la aparicion
de la pandemia causada por la COVID-19 se suspendi6 el desarrollo del Proyecto.

En este punto se replante6 el plan de trabajo de la Tesis y se plante6 la aplicacion de la técnica
de imagen de autofluorescencia en el ambito dermatolégico, concretamente en el analisis de
la patologia Acne vulgaris.

El trabajo anterior quedé definido como Objetivo Especifico 1 y se definieron los objetivos
especificos 2 y 3 de la Tesis, los cuales se han desarrollado con éxito y han dado lugar a varias
contribuciones relevantes.

En el Objetivo Especifico 2 se define una validacion y desarrollo de una metodologia basada
en el aprovechamiento de la autofluorescencia para la mejora en los procesos de diagnéstico,
seguimiento y registro documental de las lesiones causadas por la patologia Acne vulgaris.

El desarrollo del Objetivo Especifico 2 se ha iniciado con el analisis bibliografico de estudios
que demuestran la posibilidad de analizar la fluorescencia intrinseca de las lesiones de Acne
vulgaris para mejorar la capacidad de detecciéon y valoracion de la enfermedad. Se han
revisado todos los estudios que emplean la autofluorescencia para a) mejorar la capacidad de
inspeccion visual del personal sanitario y b) permitir registrar las imagenes de
autofluorescencia de forma permanente.
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Por una parte, las metodologias y técnicas descritas en los anteriores estudios han sido
reproducidas en laboratorio. Se han obtenido imagenes con las mismas caracteristicas que se
describen en los trabajos publicados. Se ha validado por tanto la capacidad tanto instrumental
como metodolégica que se tiene para registrar imagnes de autofluorescencia de la
enfermedad. La validacién de la capacidad técnica y las imagenes obtenidas en laboratorio
son una parte de los resultados de la Publicacién Indexada 1 en JCR.

Por otra parte, de la revisiéon de los estudios que plantean la captura de imagenes de
fluorescencia de acné se ha identificado una problematica general que presenta la
metodologia de registro de autofluorescencia del acné actual. En las imagenes que se
obtienen, los puntos infectados aparecen en el rango cromatico amarillo-anaranjado. Esta
definicién es subjetiva y no permite acotar de forma clara un umbral discriminatorio.

Se plantea asi una nueva metodologia (novedad de la Tesis) que acota y restringe tanto las
fuentes de iluminacién como el rango de captura y registro de las imagenes de
autofluorescencia de acné. En base a esta metodologia propuesta se han registrado imagenes
sobre las que se identifica de forma objetiva las lesiones infectadas. Se ha desarrollado una
técnica y combinacion de iluminacion/filtrado que captura la fluorescencia roja con mayor
precision y que elimina la subjetividad de seleccion de un umbral cromatico para la
clasificaciéon de lesiones. La imagenes obtenidas con esta metodologia son parte de los
resultados de la Publicacion Indexada 2 en JCR.

En el Objetivo Especifico 3 se plantea el desarrollo de un algoritmo de cuantificacion
objetiva de la enfermedad Acne vulgaris sobre imagenes de autofluorescencia de la misma.

Por una parte, se ha revisado la bibliografia que describe como es el manejo actual de la
enfermedad Acne vulgaris, como se diagnostica, como se hace una valoracién del grado de
severidad de la enfermedad y como se analiza la progresion temporal de la enfermedad. Del
anterior analisis se ha obtenido una conclusion principal: no existe una metodologia objetiva
de cuantificacion y estadificacion de la enfermedad.

Por otra parte, se ha revisado toda la bibliografia de desarrollo de algoritmos de segmentacion
de imagenes de Acne vulgaris aplicados a cualquier modalidad de registro de imagen, no
unimaente aplicados sobre imagenes de fluorescencia. Se ha estructurado esta revisién en
forma de review paper que se pretende publicar en un futuro inmediato.

Es patente la necesidad de una técnica y metodologia estandar y objetiva que permita definir
el esado y grado de la enfermedad. Asi pues, queda avalada la necesidad de desarrollar una
técnica de registro de imagen junto con algoritmos de analisis automatico de las lesiones.

Se han desarrollado dos algoritmos de segmentacion de imagenes de fluorescencia:

- Un primer algoritmo basado en técnicas de machine learning (clstering y k-means).
Este algoritmo se ha validado sobre las imagenes de fluorescencia registradas con la
metodologfa empleada en la bibliograffa existente. El algortimo presenta una eficacia
en la deteccion y conteo de lesiones infectadas del 90%. Junto con otras aportaciones,
el algoritmo y sus resultados se han presentado en la Publicacién Indexada 1 en JCR.

- Un segundo algoritmo basado en la aplicaciéon de la Funcién Circular Transformada
de Hough. Este algoritmo se ha validado sobre las imagenes de fluorescencia
registradas con la metodologia propia que se propone en la Tesis. El algoritmo
permite ralizar un conteo automatico del numero de puntos infectados. La
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sensibilidad del algoritmo es de alrededor del 95%. Junto con otros resultados el
algoritmo se ha presentado en la Publicacién Indexada 2 en JCR.

Nos encontramos pues ante una nueva forma de registrar imagenes de fluorescencia que, al
ser procesadas por los algoritmos propuestos, resultan una técnica de cuantificacion y
evaluacion de la enfermedad estandarizada, objetiva y que permite evaluar la efiacia de
tratamientos.

Al desarrollar el algoritmo basado en la aplicacion de la Funcién Circular Transformada de
Hough nos encontramos con la necesidad de definir un parametro o factor de sensibilidad
en MatlLab. El valor de este parametro, hasta el momento, se definfa de forma empirica.
Hemos desarrollado una metodologfa de calculo AUTOMATICA del S factor 6ptimo para
cada imagen a procesar con la Funcién Circular Transformada de Hough. La metodologia
que permite obtener el valor del parametro de forma automatica se ha descrito en la
Publicacién Indexada 2 en JCR.

Con todo lo anterior, se concluye que el desarrollo de la Tesis ha logrado la consecucion del
OBJETIVO GENERAL del trabajo, asi como los Objetivos Especificos en su totalidad. Se
han aportado mejoras en las metodologias de inspeccion visual y registro de imagenes de
autofluorescencia en varios ambitos clinicos.

No obstante, es necesario seguir desarrollando instrumental que permita incrementar el
contraste de visualizacién de lesiones y mejorar los procesos de inspeccion visual de tejidos
biolégicos.

A su vez es fundamental promover e instaurar el uso de estas herramientas de apoyo
diagnéstico en dermatologia, pues, en clinica, actualmente no esta instaurado ningin
protocolo de registro documental de la informacion clinica del paciente.

Es necesario ademas, consensuar y establecer una forma y criterio de valoraciéon del grado
de severidad del Acne vulgaris de forma objetiva e internacional. Hasta el momento es de
suma dificultad comparar resultados obtenidos en estudios relacionados con dicha patologfa,
pues se parte de un diagnoéstico y descripcion del estadio de la enfermedad distinto en cada
trabajo.
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De forma resumida, las contribuciones principales obtenidas en la Tesis Doctoral y

publicadas son:

1.

Desarrollo de un Estudio Observacional con dictamen favorable para su ejecucion
en clinica. Propuesta de la autofluorescencia de la hiperqueratosis como parametro
diagnoéstico de Carcinoma Escamoso epidermoide.

Propuesta de una metodologia y combinacion iluminacién/filtrado que captura la
fluorescencia roja porfirica con precision y elimina la subjetividad de seleccion de un
umbral cromatico en la clasificacién de lesiones.

Desarrollo de un algoritmo de segmentaciéon basado en machine learning que sobre
imagenes de fluorescencia convencionales presenta una eficacia del 90%.

Desarrollo de un algoritmo de segmentacion basado en la Funcién Transformada de
Hough y que aplicado sobre imagenes de fluorescencia capturadas con la
metodologia propuesta en (2) presenta una eficacia del 95%.

Desarrollo de una metodologia de cdlculo AUTOMATICA del factor de sensibilidad
o S factor 6ptimo para cada imagen a procesar en Matlab con la Funcién Circular
Transformada de Hough.

Revision actualizada y publicable con todos los algoritmos de segmentacién y
clasificaciéon empleados en el procesado de imagenes de Acne vulgaris.

La linea de investigacién futura y que da continuidad al trabajo descrito en la Tesis es el
desarrollo en clinica del Estudio Observacional descrito anteriormente.
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Final Conclusions

This Doctoral Thesis is entitled Application of Illumination and Image Processing
Techniques for the Detection and Measurement of Lesions.

The general objective of the thesis is the development of a methodology of visual inspection
and registration of autofluorescence images for the improvement in the early diagnosis of a)
the oncological condition Squamous Epidermoid Carcinoma and b) the improvement in the
quantification and objective temporal characterization of the dermatological disease Acne
Vulgaris.

The development of the Thesis began with a bibliographic analysis of the use of
autofluorescence in the detection of Squamous Epidermoid Carcinoma. A complete analysis
was made of the studies that described the fluorescent behavior of the oral mucosa, of the
commercial instruments that analyzed it and of the studies that evaluated and validated the
use of the commercial instruments. From the previous bibliographic analysis it was found
that all the works analyzed the loss of natural green fluorescence intensity of the oral mucosa
for the detection of lesions. In general, the literature evidenced that the use of the current
commercial instrumentation presents low sensitivity in the detection of lesions associated
with squamous epidermoid carcinoma. In order to improve the sensitivity of the available
instrumentation, it was proposed to use and analyze the autofluorescence produced by the
hyperkeratosis associated with EEC lesions as a differential parameter. This approach is
absolutely original and is a novelty presented in the Thesis. Based on the possibility of
analyzing the hyperkeratotic autofluorescence signal, a whole Research Project has been
developed in collaboration with the Otorhinolaryngology Unit of the Lluis Alcanyis Hospital
in Xativa. Approach of an Observational Study.

The Research Project was evaluated by the Ethical Committee for Research with Drugs of
the Arnau de Vilanova-Lliria Department. A FAVORABLE OPINION was obtained for
the development of the study.

Initially, the definition of the Research Project together with its development in the clinic
was proposed as the main objective and work of the Thesis. As a consequence of the
appearance of the pandemic caused by COVID-19, the development of the Project was
suspended.

At this point the work plan of the Thesis was reconsidered and the application of the
autofluorescence imaging technique in the dermatological field was proposed, specifically in
the analysis of the pathology Acne Vulgaris.

The previous work was defined as Specific Objective 1 and the specific objectives 2 and 3 of
the Thesis were defined, which have been successfully developed and have resulted in several
relevant contributions.

Specific Objective 2 defines the validation and development of a methodology based on the
use of autofluorescence to improve the processes of diagnosis, follow-up and documentation
of lesions caused by the pathology Acne Vulgaris.

The development of Specific Objective 2 has started with the bibliographic analysis of studies
that demonstrate the possibility of analyzing the intrinsic fluorescence of Acne Vulgaris
lesions to improve the ability to detect and assess the disease. All studies employing
autofluorescence have been reviewed to a) improve the visual inspection capability of
healthcare personnel and b) allow recording of autofluorescence images on a permanent
basis.
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On the one hand, the methodologies and techniques described in the previous studies have
been reproduced in the laboratory. Images have been obtained with the same characteristics
as those described in the published works. The instrumental and methodological capacity we
have to record autofluorescence images of the disease has been validated. The validation of
the technical capacity and the images obtained in the laboratory are part of the results of the
Indexed Publication 1 in JCR.

On the other hand, from the review of the studies that propose the capture of fluorescence
images of Acne, a general problem has been identified in the current methodology for
recording autofluorescence of Acne. In the images obtained, the infected spots appear in the
yellow-orange chromatic range. This definition is subjective and does not allow to clearly
delimit a discriminatory threshold.

Thus, a new methodology (novelty of the Thesis) is proposed that limits and restricts both
the sources of illumination and the range of capture and recording of Acne autofluorescence
images. Based on this proposed methodology, images have been recorded on which the
infected lesions are objectively identified. A technique and illumination/filtering
combination has been developed that captures red fluorescence more accurately and
eliminates the subjectivity of selecting a chromatic threshold for lesion classification. The
images obtained with this methodology are part of the results of the Indexed Publication 2
in JCR.

Specific Objective 3 proposes the development of an algorithm for objective quantification
of Acne Vulgaris disease on autofluorescence images of the same.

On the one hand, we have reviewed the literature describing the current management of
Acne Vulgaris disease, how it is diagnosed, how the degree of severity of the disease is
assessed and how the temporal progression of the disease is analyzed. From the above
analysis, a main conclusion has been obtained: there is no objective methodology for
quantification and staging of the disease.

On the other hand, we have reviewed all the literature on the development of acne vulgaris
image segmentation algorithms applied to any image registration modality, not only applied
to fluorescence images. This review has been structured in the form of a review paper that
we intend to publish in the near future.

There is a clear need for a standard and objective technique and methodology to define the
stage and degree of the disease. Thus, the need to develop an image recording technique
together with algorithms for automatic analysis of the lesions is supported.

Two fluorescence image segmentation algorithms have been developed:

- A first algorithm based on machine learning techniques (clustering and k-means).
This algorithm has been validated on fluorescence images recorded with the
methodology used in the existing literature. The algorithm presents an efficiency in
the detection and counting of infected lesions of 90%. Together with other
contributions, the algorithm and its results have been presented in JCR Indexed
Publication 1.

- A second algorithm based on the application of the Hough's Transformed Circular
Function. This algorithm has been validated on the fluorescence images recorded
with the proprietary methodology proposed in the Thesis. The algorithm allows to
perform an automatic count of the number of infected points. The sensitivity of the
algorithm is about 95%. Together with other results, the algorithm has been
presented in the JCR Indexed Publication 2.
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We are therefore faced with a new way of recording fluorescence images that, when
processed by the proposed algorithms, result in a standardized and objective technique for
quantification and evaluation of the disease, which allows the effectiveness of treatments to
be evaluated.

When developing the algorithm based on the application of the Circular Hough Transform
Function, we found the need to define a parameter or sensitivity factor in MatLab. The value
of this parameter, until now, was defined empirically. We have developed a methodology for
the AUTOMATIC calculation of the optimal S factor for each image to be processed with
the Circular Hough Transform Function. The methodology to obtain the parameter value
automatically has been described in the JCR Indexed Publication 2.

With all the above, we conclude that the development of the Thesis has achieved the
GENERAL OBJECTIVE of the work, as well as the Specific Objectives in their entirety.
Improvements in visual inspection methodologies and autofluorescence imaging regsitro in
several clinical settings have been provided.

However, it is necessary to continue developing instruments that allow increasing the
visualization contrast of lesions and improving the visual inspection processes of biological
tissues.

It is also essential to promote and establish the use of these diagnostic support tools in
dermatology, as there is currently no protocol in place in clinical practice for documenting
patient clinical information.

It is also necessary to reach a consensus and establish a form and criteria for evaluating the
degree of severity of Acne Vulgaris objectively and internationally. So far, it is extremely
difficult to compare results obtained in studies related to this pathology, since we start from
a diagnosis and description of the stage of the disease different in each work.
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In summary, the main contributions obtained in the Doctoral Thesis and published are:

1. Development of an observational study with favorable opinion for its execution in
clinic. Proposal of autofluorescence of hyperkeratosis as a diagnostic parameter of squamous
epidermoid carcinoma.

2. Proposal of a methodology and illumination/filtering combination that captures
porphyric red fluorescence accurately and eliminates the subjectivity of selecting a chromatic
threshold in the classification of lesions.

3. Development of a segmentation algorithm based on machine learning that on
conventional fluorescence images presents an efficiency of 90%.

4. Development of a segmentation algorithm based on the Hough Transformed
Function and that applied on fluorescence images captured with the methodology proposed
in (2) presents an efficiency of 95%.

5. Development of a methodology for the AUTOMATIC calculation of the optimal
sensitivity factor or S factor for each image to be processed in MatlLab with the Circular
Hough Transform Function.

0. Updated and publishable review with all the segmentation and classification
algorithms used in the processing of Acne Vulgaris images.

The line of future research and that gives continuity to the work described in the Thesis is
the development in clinic of the Observational Study described above.
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En 2015, las Naciones Unidas hicieron un llamamiento universal con el objetivo de eliminar
la pobreza, conservar el planeta y garantizar la paz y prosperidad para todas las personas
antes de 2030.

Para ello se definieron los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible.

Cualquier investigacidn que se desarrolle actualmente debe estar en linea con los Objetivos
q g q ]
para el Desarrollo Sostenible y contribuir en la consecucion de éstos.

Todo proyecto debe ser planteado y analizado desde el punto de vista de la sostenibilidad.

Los resultados obtenidos en la Tesis pueden suponer ayudar en la implantaciéon de procesos
de telemedicina y tele diagnostico. Estas nuevas modalidades contribuyen en la reduccion de
consultas y visitas presenciales a consultas y centros médicos, reduciendo el numero viajes y
desplazamientos que éstas tienen asociadas.

De forma paralela al desarrollo de la Tesis, se ha desarrollado un trabajo que permite valorar
y cuantificar la reduccién de contaminantes que supondria la implementacion de la
telemedicina en el ambito rural.

Aunque este trabajo no se incluye en el compendio de articulos de la Tesis, ha sido de utilidad
para valorar desde el punto de vista de la sostenibilidad cual es el potencial impacto que
puede tener el desarrollo de técnicas que fomenten la telemedicina.
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ANEXO 1

Texto completo Publicaciéon 1 indexada JCR. Segmentation Methods for
acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to
fluorescence images.
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Title: Segmentation methods for acne vulgaris images: Proposal of a new methodology
applied to fluorescence images

Authors: Guillermo Peris-Fajarnés, Marfa Moncho Santonja, Beatriz Defez Garcfa, Ismael
Lengua Lengua

Abstract

Background: Acne vulgaris is one of the most common human pathologies world- wide. Its
prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare costs and effects on
individuals' quality of life lead to the need of analysing current acne evaluation, treatment
and monitoring methods. One of the most common ones is manual lesion counting by a
dermatologist. However, this technique has several limitations, such as time spent. That is
the reason why the development of new computer-assisted techniques is needed in order to
automatically count the acne lesions.

Materials and Methods: Using the fluorescence images, a segmentation algorithm is
implemented in MATLAB.

Results: A new counting tool has been obtained that provides a form of objective evaluation
of acne vulgaris disease. The effectiveness of the application of the seg- mentation method
is more than 90%, being valid for the follow-up and diagnosis of injuries.

Conclusion: Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current
limitations of evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It is clear that the use of
machine learning algorithms such as k-means enables clinicians to objectively and quickly
evaluate the severity of acne.

KEYWORDS

acne vulgaris, dermatology, fluorescence imaging, image processing, image segmentation,
machine learning, MATLAB

1 | INTRODUC TION

Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units—a pilosebaceous
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main affected
regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on
skin (open and closed commedos, and pustules and papules, respectively), and scars.1 It is
the most common dermatological pathology worldwide.2 85% of adolescents suffer from
acne.3

In order to monitor and treat acne propetly, a precise and reliable method to establish acne
severity is needed.4 Currently, there is a wide range of acne grading systems, which shows
the lack of a global standard. These systems can be divided into two groups: those based on
manual lesion counting and the ones that use a model pho- tography.3,4 Several studies have
proven lesion counting to be an objective and reliable method.4,5
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FI G UR E 1 Two of the images captured in the laboratory, pertaining to the same subject.
A, Image obtained with a LED lamp and OG-530 filter. B, Image obtained with Wood's
light and OG-515 filter

(A)

Beyond classical methodologies for the evaluation and monitoring of acne vulgaris, new
computer-based techniques—sometimes applied to new image modalities, such as
fluorescence images or polarized photography—have appeared to solve current limitations.
These limitations include time spent and human errors and lead to an increase of economic
costs. The aim of this study is to develop a new methodology to automatically count acne
lesions by implementing a segmentation algorithm on fluorescence images.

1.1 | Fluorescence images

One of the characteristics of acne is the colonization of hair follicles by bacteria
Propionibacterium acnes (P acnes).1,2 Several studies have shown that substances secreted
by P acnes called porphyrins are the cause of acne lesions fluorescence.6,7 Porphyrins absorb
ultraviolet (UV) light and emit red fluorescence in response.8,9 Consequently, it is possible
to enhance the visualization of acne lesions using fluorescence images of the skin of acne
patients.

1.2 | Segmentation methods: background

The authors conducted a systematic review in order to analyse cur- rent segmentation
methods proposed for acne vulgaris images. A total of 20 studies were found. The review
showed that current segmentation methods for acne vulgaris images can be divided into two
groups: those algorithms based on classical image processing tech- niquesl0-22—they
consist of a series of steps or operations that have to be applied to an image, for instance
colour space transformations or contrast modifications. The other group refers to machine
learning algorithms.18,23-29 There is no preference between one group or another, since
nowadays both types of methodologies are being proposed by research groups. In addition,
there is a lack of uniformity in the evaluation of results for each study, which makes the
comparison of these segmentation methods difficult.

In order to perform segmentation, different image modalities are used, but conventional
photographs are the most common modality. Fluorescence images are used in only two
studies.12,22 This evidences a research gap on segmentation methods for different image
modalities.
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In this study, the authors hypothesize that fluorescence imaging can be a useful modality to
segment and count acne lesions automatically, since it is easy to capture the images and
lesions are visually enhanced. The existing methodologies for acne fluorescence images are
both based on classical image processing techniques. However, from the analysis of
limitations declared on each analysed study, it can be concluded that algorithms based on
these techniques cannot be totally automatized, mainly because there are some parameters
that need to be manually adjusted.13,20-22 That is why in the present work machine learning
algorithms are chosen for the implementation of the proposed methodology. Hence, to the
best of the authors’ knowledge, this is the first study on fluorescence images segmentation
using machine learning algorithms for acne vulgaris.

2 | MATERIAL S AND METHODS
2.1 | Capture of the images

Fluorescence images were obtained in the laboratories of CITG. These were photographs of
the face of mild acne patients. Figure 1 shows two of the obtained images.

Two different lamps were used—Wood's lamp and a LED lamp— both emitting UV light.
The capture sensor was a standard RGB camera which corresponds to the model of the
iPhone X smartphone—with a resolution of 12 megapixels. In order to avoid the most
common interferences in this kind of images, two high-pass filters from UQG Optics were
used—cut-off wavelengths of 515 nm (OG-515) and 530 nm (OG- 530). It should be
mentioned that the wavelength range of interest is 600-650 nm—emission spectrum of
porphyrins.30 Therefore, the algorithm was implemented using four types of images: Wood's
lamp with 515 nm filter, Wood's lamp with 530 nm filter, LED lamp with 515 nm filter and
LED lamp with 530 nm filter.

2.2 | Segmentation algorithm

The segmentation algorithm was implemented using MATLLAB R2018b and is based on k-
means clustering with automated selection of the desired cluster—the one which contains
lesion pixels. The k-means algorithm allows the method to detect acne points without human
intervention. There is only one previous step before performing clustering: the selection of
the red component of the RGB image. As previously reported, fluorescence emission is red-
coloured.
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FIGURE 2R, G and B decomposition of an image obtained using LED lamp and OG-
515 filter

Original image R component

G component B component

Therefore, as Figure 2 illustrates, the R—red—component of the image provides more
information than the rest of the RGB channels, so that they can be removed to improve the
performance of the algorithm.

K-means segmentation is performed on the red component of the input image. The number
of clusters is two—the one containing background and healthy skin pixels, and the cluster
containing pixels identified as lesions. Following the suggestion of -18-, nested k-means are
executed. In this case, it was found experimentally that the optimal number of segmentations
was four, although three nested k-means clustering were sufficient in a few cases. Hence, a
second k-means is executed on the resulting image segmented by the previous k-means, but
three clusters are formed: a cluster for background and normal skin pixels, another one for
lesion pixels, and a third cluster contains those pixels that were wrongly identified as lesions
in the previous segmentation. Third and fourth segmentations are also performed with k =
3. Figures 3-5 show the segmentation results for the subject of Figure 2.

To completely automatize segmentation, following the approach of -29- for fuzzy c-means
algorithm, an intelligent selection of the desired cluster is implemented. This selection is
based on the intensity levels of pixels in the image, so that the ones with the highest intensity
values correspond to lesions, since lesions’ fluorescence is red and the algorithm works with
the red component.

FI G U R E 3 Resulting image after the first clustering with k- means
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Hence, the algorithm looks for the cluster whose centroid has the highest intensity value.
3 | RESULTS

Once segmentation is performed, the algorithm is capable of counting the detected lesions
automatically and indicates the number of lesions as an output parameter. Therefore, the
implemented algorithm segments the image in order to detect acne lesions and finally
demarks and counts these lesions automatically.

FI G U R E 4 Second (left) and third (right) segmentations. As it can be seen, the error
decreases
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FI G U R E 5 Final image, after the last segmentation (fourth k-means)

FI G U R E 6 Input (left) and output (right) images with demarked lesions in red. A, Image
obtained using LED lamp and OG-515 filter. B, Image obtained with LED lamp and OG-
530 filter

Figure 6 shows the input and output images for two subjects.
3.1 | Validation of the algorithm

After the analysis of 54 processed images, a maximum discrepancy between the number of
points counted by the experts and the number of points resulting from the application of the
algorithm of 11.2% has been obtained. In some cases, the percent- age of variation between
manual and automatic counting did not exceed 4%.

The discrepancy between the number of injuries identified by the experts and the number of
injuries obtained with the algorithm can be the cause of two main factors.
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First, for the different appreciation of colour by each expert. Since the lesions share a regular
morphology with the rest of uninfected pores, the detection of anomalies results from a
colorimetric assessment.

Second, the algorithm can detect possible image noise points as injuries.
4 | CONCLUSION

Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current limitations of
evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It is clear that the use of machine
learning algorithms such as k-means enables clinicians to objectively and quickly evaluate the
severity of acne.

We are faced with a new tool that allows objective and quantified monitoring of the disease.
In addition, this tool is a new methodology for evaluating the efficacy of pharmacological
treatments in lesions, since the count of the number of conditions allows time series to be
made and the decrease or appearance of new lesions to be compared.

Furthermore, it has been proven that fluorescence imaging is a useful modality to easily
segment and detect acne lesions.
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ANEXO 2

Texto completo Publicaciéon 2 indexada JCR Hough Transform Sensitivity
Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acne Vulgaris Skin
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Title: Hough Transform Sensitivity Factor Calculation Model Applied to the Analysis
of Acne Vulgaris Skin Lesions

Authors: Maria Moncho Santonja, Barbara Micé-Vicent, Beatriz Defez, Jorge Jordan,
Guillermo Peris Fajarnés

Abstract: The number of infectious spots or pathological structures recorded on
dermatological images is a tool to aid in the diagnosis and monitoring of disease progression.
Dermatological images for the detection and monitoring of the evolution of acne infections
are evaluated globally, comparing whether the increase or decrease in infectious lesions
appearing on an image is significant. This evaluation method is only indicative since its
accuracy is low. The accuracy problem could be improved by an exact count of the number
of structures and spots appearing on the image. The mathematical function circular Hough
transform (CHT) function implemented in MATLAB is here applied to develop a procedure
for counting these structures. CHT has been used in the recognition of benign and distorted
red blood cells, in the detection of pellet sizes in industrial processes and in the automated
detection and morphological characterization of breast tumor masses from infrared images,
as well as for the detection of brain aneurysms and use in magnetic resonance imaging. The
sensitivity factor is one of the many parameters required to feed the CHT algorithm. Its
choice is unclear as there is no proper methodology to select an optimum value suitable for
each image. In this work, a procedure for determining the optimal value of the sensitivity
factor is proposed The approach is validated by comparison with the results of the manual
counting of the points (ground truth).

Keywords: circular Hough transform function; image processing; statistics; sensitivity;
MATLAB; dermatological images

1. Introduction

To date, there is no standardized way of monitoring the evolution of the pathology caused
by acne vulgaris infection. Although the best way of monitoring is to count the number of
infected pores appearing on the skin, this is not usually performed in dermatological clinics.
In addition, it has been shown that infected spots have a different fluorescence than pores
that appear to be infected but are not.

The circular Hough transform function (CHT) is one of the most robust spot detection and
counting algorithms available, but for its correct implementation it is necessary to choose a
sensitivity factor, which until now has been chosen randomly or empirically.

In the present study, an automated way of choosing the optimal sensitivity factor for the
algorithm and for each image to be processed is developed. All this is studied on fluorescence
images of the disease.

As a result, we obtain an algorithm that provides us with the optimal sensitivity factor for
counting the number of infected points that appear in fluorescence images processed with
the CHT function.

Until now, the implementation of the Hough transform function in MATLAB had as a weak
point the choice of the optimal sensitivity factor. This problem is solved in the present work
and will allow the algorithm to be applied accurately by the entire scientific community.
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When monitoring the course of a pathological processes in dermatology, such as acne
infections [1], it is common to record images of the control [2].

The structures of interest that are analyzed in the dermatological images studied in this article
have circular or quasi-circular shapes. It is therefore interesting to study the application of
CHT in the processing of monochromatic dermatological images.

The CHT function is implemented in the MATLAB software, within the Image Processing
Toolbox. This function has different input arguments such as radius or maximum and
minimum diameter of the structures to be detected, background shape (brightness—
blackness), etc.

Of all the input arguments, and as described below, one of the most difficult parameters to
choose for the application of this function is the sensitivity factor S. This factor has values
in the range (0—1). The closer we get to the value 1, the more faint and partially obscured
circles the algorithm can detect, but at the same time the risk of false detection increases.
With the same sensitivity factor value, we do not obtain the same results in two different
images and, therefore, the choice of an optimal value for each image to be processed is
important. Thus far, this value has been chosen empirically [3], through trial and error stack
overflow.

As this way of choosing has proved to be inefficient and imprecise, and as the need to
determine the optimum value for processing each image is evident, a methodology is
proposed that allows a standardized and automated way of finding an optimum value for
each image to be processed and analyzed. The possibility of quickly and automatically
quantifying the number of structures that appear in medical images has been studied in works
such as [4], where different segmentation algorithms are proposed. In [4], an algorithm for
the recognition and quantification of cells present in different histological slices is proposed.
In [5] it is used circle Hough transform to analyze immune responses by quantifying the
amount of cytokine secreted by cells. ELISpot and FluoroSpot images were analyzed. [2]
used the circle Hough transform for cell detection in blood samples. [3] used CHT for
femoral head detection in perthes MR slices. [6] used CHT for the detection of abdominal
aortic aneurysm automatically.

Although segmentation of medical images is addressed in many studies as
[4,5,7,8,9,10,11,28], and segmentation of elements in inhomogeneous images is achieving
very good results as in [12,13,14,15,16,29,31]. [10], quantification of the exact number of
points in a dermatological image is a problem that has not been solved efficiently. In this
paper, CHT is applied to count the number of points in dermatological images and the
algorithm is implemented in MATLAB. The main problem with this algorithm is the choice
of the optimal sensitivity factor for each image. From a given sensitivity factor, the detection
of dots increases exponentially, the latter being the optimal factor for achieving a correct
count.

As mentioned above, for each image we obtain several sensitivity factors, one of which gives
us the highest precision in the point count. For each image, consecutive sensitivity factors
are evaluated and for each sensitivity factor a number of points is obtained. The behaviour
of the data is as follows: from one sensitivity factor onwards, the number of points counted
increases exponentially. This last sensitivity factor (before the exponential increase) is the
optimum for the application of the algorithm.
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The values of the sensitivity factor and the corresponding number of points obtained have
been plotted on a cartesian graph (X,Y). A sharp change in the slope of the graph was
observed when the number of points started to grow exponentially.

To choose the optimal sensitivity factor, a statistical methodology presented in studies such
as [30] has been used. The behaviour of the slope change can be modelled by choosing the
mathematical equation according to the visual aspect of the XY plot or by knowing the
expected behaviour. In this study, the optimal point of the sensitivity factor will be sought
by analysing a change in slope. An algorithm for choosing the optimal sensitivity factor is
proposed.

2. Background
2.1. Basic 1dea of Circular Hongh Transform Function (CHT)

Hough in 1962 proposed the representation of a line in space (r, 0), so that straight lines
could be detected in an image. Subsequently, this transform was extended to the detection
of regular shapes. Practical cases of application of the Hough transform (HT) for linear
elements can be found in line detection in low-level vision systems [17] and in the detection
of straight lines in images with optimized algorithms [18].

The circular Hough transform (CHT) function is derived from the Hough transform (HT)
for linear object detection. CHT is based on the same principle: a point (x,y) is represented
by a cutve in space (t, ©) [19].

The equation of a circle answers to

(c=a+ (- b’ =s

Now, each centroid of circle (a, b) will be represented on a surface in the space (a, b, r,
where r is the radius of the circle.

The circle is thus defined by three parameters and, consequently, the parameter space will
have three dimensions. A circle in image-gen-space will be a point in parameter space [20].

The parameter space is defined in each case by the shape of the object of interest to be
detected in an image [21].

For each contour pixel there is a family of circumferences passing through that pixel and
given by the parametric representation of circles

x =a + r* cos (t)
y = b + r* sin (¢)
The angle t is evaluated in 0-360°.

The algorithm is based on a voting accumulation system [22]. Each contour pixel votes for
all possible circumferences passing through that pixel. If a point appears in the parameter
space that has accumulated many votes, the parameters of that point are interpreted as
corresponding to the circle that passes through a large number of contour points [20].
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Thanks to the cumulative voting system (maximum likelihood election) the CHT function is
robust to noise and to the lack of data for some incomplete circles.

2.2. CHT in Matlab

CHT is implemented in the MATLAB software, ToolBox Image Segmenter in the function
imfindcircles so that the parameters to be entered are the minimum and maximum diameter
of the circular objects to be identified and a sensitivity factor, among others.

The sensitivity factor represents the minimum quality threshold of elements classified as
circles. The value of the sensitivity factor must be in the range (0—1), the default being 0.85.
With the same value of this factor applied to different images, the results obtained differ
completely. By increasing the value of the factor, it will be possible to classify elements less
defined in contour and elements less defined in contrast of intensity values with respect to
their adjacent pixels [23]. As mentioned above, as the sensitivity factor value approaches 1,
more faint and partially obscured circles can be detected with the algorithm, but the risk of
false detection of elements also increases.

The main problem encountered is that there is no mathematical formula or method that
allows a choice of the factor value that corresponds to an optimal performance of the
algorithm. Thus far, the optimal value of the sensitivity factor has only been found
empirically [24]. There is no methodology to automatically select an optimal value for each
image to be processed. Therefore, we propose here a procedure for determining this value.
The approach will be validated by comparison with the results of the manual counting of the
points (groundtruth).

3. Material and Methods

MATLAB software version 2018b licensed by the Universitat Politecnica de Valencia was
used to process the images and implement the methodology for the automatic selection of
the optimal value of the sensitivity factor. Hardware was PC Lenovo 1380 Yoga.

The processed images were in raw format and the color model was monochromatic. The
images were taken by illuminating the skin with ultra-violet light that activated the
fluorescence of the lesions [25]. The fluorescence of infected lesions is caused by the
bacterium Propionibacterinm Acnes [26).

The images were taken with a SCHOTT RG610 high-pass optical filter placed in front of
the sensor. The sensor was an IphoneX camera. As we only recorded the signal in the red
range, the images were taken in monochromatic mode.

The groundtruth images used by the manual evaluators to count the points were printed on
a Ricoh Aficio MP2550 laser printer with monochrome printing mode and 600 X 600 dots
per inch resolution.

The manual dot counting was carried out by five different evaluators from the Centre for
Research in Graphic Technologies of the Universitat Politecnica de Valencia.

The methodology is described with reference to one of the images analyzed, Figure 1.
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Figure 1. Image of detection of infectious presence of Propionibacterinm acnes.

A small algorithm has been created that works in the form of a loop that for each image to
be processed, applies consecutive sensitivity factors with an increment of 0.01, and for each
one of these it registers the number of points detected in the binary image that the function
automatically creates to carry out the count. The final output of the algorithm is a file with
the number of points associated with each sensitivity factor for which the circular structure
count has been performed. The algorithm will work for sensitivity factors between 0.81-0.82
up to a maximum of 0.96. Sensitivity values (Sgcor) €xceeding the limits of the range (0.81—
0.96) have in no case (previous tests) given valid counts.

As mentioned, with the CHT algorithm implemented in MATLAB, the image will be
processed by giving the sensitivity factor S values from 0.82 to 0.96 in 0.01 increments. As a
result, a binary image (BW) will be obtained from which the number of identified points will
be counted.

To count the number of elements identified by the algorithm, the function implemented in
MATLAB bwlabeln is used, the input parameter of the function being the BW image
obtained from imfindcircles.

The number of points detected associated with each sensitivity Sgcior is recorded. With the
different values of the number of points obtained, a new parameter (W) is calculated.

For each image, the algorithm is evaluated under different St.ciors. Table 1 shows the number
of points for different Spcor. Then, for each Sgcor that the algorithm evaluates, we obtain a
number of points and a W. For each image evaluated, we obtain a set of data that are
represented in the fitting model and from this model we choose the value of the Scor under
which the algorithm obtains a better count of the infected points.

For example, in Table 2 we can see how for each Sicor 2 number of points and a W are
associated.
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Table 1. Number of points detected for each Sqcior.

Stactor Number of Points

0.82 403

0.83 403

0.84 471

0.85 605

0.86 605

0.87 657

0.88 708

0.89 787

0.9 877

0.91 945

0.92 966

0.93 1001

0.94 1087

0.95 1182

0.96 1279

L @)
NP,.x — NP;

NP; = number of points for each sensitivity value.
NP,... = maximum number of points for maximum sensitivity value.
3.1. Statistical Analysis

Each W value will therefore be associated with a particular sensitivity factor S. The set of
sensitivity factors S together with the respective associated W will be plotted as in Figure 3a
As can be seen in Figure 2, a theoretical graphical representation with differentiable trend
intervals is obtained. Thus, at the point on the graph where we find the beginning of an
exponential interval, we will find the value of S that will be close to the optimum. Once the
results of the count are obtained, the data will be fitted to a mathematical model with change
of slope (SPLINE) so that the selection of the optimal point S will coincide with the X value
that provides the best fit to the model in terms of R* and significance.

The theoretical slope change equation (SPLINE) is
Y =B+ BFX + BADX—-Xr) + U
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where:
Y = The dependent variable of the model.

Bo = The independent coefficient. Represents the value of Y variable when the variable X is
ZEero.

B1 = The coefficient that accompanies the X variable. Represents the first slope of the model
and measures the increase in the variable Y when the X increases one unit.

X = The independent variable of the model.

B2 = The coefficient that accompanies the Dummy variable. Difference in the increase in the
variable Y when one unit of the variable X is increased while X = Xy with respect to when
X > Xk

D = Dummy variable that takes a value of 0 when X = Xy, and a value of 1 when X > Xk.
Xgr = The node from which the slope of the line will change.

U = The perturbation of the model. Represents the variables that do not appear in the model
and that can affect the dependent variable Y.

Figure 2. Representation of theoretical slope change (SPLINE), the data have been
simulated.

Applied to the variables we are working with, this would be
W = Bo + Br*Staceor + B2*¥D(Stactor=Staciorr) + U
where:
W = The dependent variable of the model.
Stacor = The independent variable of the model.

D = Dummy variable that takes a value of 0 when Sgcior < Sgactork, and a value of 1 when Secor
> SfactorR-

Stk = The node from which the slope of the line will change.
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Table 2. Model fit for choice of Sgewor in Trial 1.

Stcore 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 091 092 093 0.94 0.95

NP - 403 471 549 605 657 708 754 787 877 945 966 1001 1087 1182

Trial 1 W - 0.460 0.583 0.752 0.898 1.056 1.240 1.436 1.600 2.182 2.829 3.086 3.601 5.661 12.190
R’ - - 9410 95.26 96.46 97.62 98.64 99.39 99.56 98.16 96.06 94.74 - - -
Signif. - - X X X X v 4 X - -

X, any p-value > 0.05 then the model is not valid; v/, all the p-values < 0.05 then the model
is significant.

14
12

10

082 083 084 085 086 087 088 089 090 091 092 093
0.82 0.84 0.86 0.88 0.90 092 094 4 <

A S factor B S factors,

Figure 3. Study of the first case corresponding to Figure 1. (A) Representation of W as a
function of Sqcwor values. (B) Evolution of the model fit as a function of Sgccorr.

Table 2 shows the experimental data obtained for the trial 1 and the results for the fitting
model. Every pair of R* and significance analysis were obtained using Equation 6, choosing
each time the value of Sgeom that appears in the upper part of this pair. By means of the
analysis of variance, the significance of the model and its parameters are checked, and by
means of the coefficient of determination R?, the fit of the model is evaluated. Subsequently,
the results of Sacor vs. R are plotted and the value corresponding to the highest R are
assigned as the optimum point of Sgewor, which in the graph appears at the highest point, as
can be seen in Figure 3b.

3.2. Flowchart

In Figure 4 it is shown the global process for obtaining the optimal Sgcor . For each image,
the algorithm is evaluated under different Sg.ceors. For each Sqcor that the algorithm evaluates,
we obtain a number of points and a W. For each image evaluated, we obtain a set of data
that are represented in the fitting model and from this model we choose the value of the
Stctor under which the algorithm obtains a better count of the infected points.

For example, in Table 2 we can see how for each Spcor 2 number of points and a W are
associated.
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Figure 4. Process algorithm to determine the optimal Sfactor.

4. Results and Discussion

Six different dermatological images shown in Figure 5 were analysed using the proposed

methodology. Five different subjects were selected for manual counting of infectious spots

on the images.

As we can see, we have produced a method that significantly improves and standardizes the

process of choosing the Sgcwor. This improvement translates directly into:

An increase in the final precision in the counting of
points by applying CHT.

Being an objective method, it allows the results of
the algorithm to be compared with other point
counting algorithms.



Trial 1 Trial 2

Trial 4

Trial 5 Trial &

Figure 5. Image of detection of infectious presence of Propionibacterium Acnes for 6 patients.

With the results obtained from the previous tests, Table 3 and Figure 6 and 7, together with
the data obtained from a manual point count of the processed images (groundtruth), a
correspondence factor has been obtained.
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Table 3. Model fitting for choice of St in the 6 patients.

Shctork - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 091 092 0.93 0.94 0.95
NP - 403 471 549 605 657 708 754 787 877 945 966 1001 1087 1182
Triall W - 0.460 0.583 0.752 0.898 1.056 1.240 1.436 1.600 2.182 2.829 3.086 3.601 5.661 12.190
R> - 9410 95.26 96.46 97.62 98.64 99.39 99.56 98.16 96.06 94.74 - - -
Signif. - X X X X 4 « « « X - - -

Stk 081 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 09 091 - - - -

NP 187 205 220 236 256 285 320 378 471 662 985 - - - -

Trial2 W 0.234 0.263 0.288 0.315 0.351 0.407 0.481 0.623 0.916 2.050

R? - 91.71 94.03 96.36 98.30 99.15 98.15 - - - - - . - -

Signif. - X X X v ¥ - - - -

Stk 081 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9

NP 298 319 360 396 454 521 618 746 1015 1271

Trial3 W 0.306 0.3350.395 0.453 0.556 0.695 0.946 1.421 3.965 - - - - - -

R - 87.0990.64 94.2397.1298819671- - - - - - - -
Signif. - X X X v - - -
Shecor - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 091 092 093 - -
NP - 47 65 108 140 167 198 253 323 430 571 688 859 - -
Trial4 W - 0.058 0.082 0.144 0.195 0.241 0.300 0.417 0.603 1.002 1.983 4.023 - - -
R - -~ 9371 94.7496.19 98.00 99.55 9859 - - - - - - -
Signif. - - X X X v I A - - -
Shecor - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 091 092 093 094 0.95
NP - 208 255 307 347 386 405 427 443 479 508 525 545 596 635
Trial 5 W - 0.423 0.573 0.781 0.983 1.229 1.373 1.564 1.724 2.167 2.646 3.000 3.516 5.731 9.769
R - -~ 9642 96.91 97.4297.98 98.72 99.42 99.91 99.54 98.60 97.63 - - -
Signif, - - X X X v v v v  « « - - -
Sheor - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 091 092 093 0.94 0.95
Trial6 NP - 276 300 320 340 355 374 399 423 448 473 497 541 582 618
woo- 0.685 0.792 0.891 1.003 1.096 1.226 1.425 1.652 1.939 2.296 2.731 3.920 6.000 10.131
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R? - - 94.04 95.41 96.76 98.10 99.13 99.59 99.47 98.56 96.57 - - -

X X X

Signif. - - vV v v v v v - - -

X, any p-value > 0.05 then the model is not valid; v, all the p-values < 0.05 then the model
is significant.
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Figure 6. Representation of W as a function of Sgewr values for the 6 patients.
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Figure 7. Evolution of model fit as a function of S for the 6 patients.

The number of points detected for each optimal S found has been compared with the
number of points identified manually (obtained as an average of the manual count performed
by five different evaluators under the same lighting conditions), the results of which are
shown in Table 4.

The SEN factor has been obtained, which indicates the sensitivity of the methodology for
the determination of S with the proposed methodology

SEN = 1 — Abs |1 — NP for selected S o
NP manual
Table 4. Results for Sensitivity.
Trial 1 2 3 4 5 6
804 263 379 166 442 405
797 260 385 162 439 420
NP manual 802 268 389 169 440 417
800 261 389 173 437 425
808 259 392 163 447 431
NP, 802 262 387 167 441 420
Stactor 0.89 0.85 0.84 0.86 0.89 0.89
NP for selected S 809 256 396 167 443 423
Sensitivity 0.992 0.976 0.976 0.998 0.995 0.992
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5. Conclusions

With the application of the proposed methodology, the problem presented by the empirical
choice of the sensitivity factor for the application of CHT implemented in MATLAB has
been solved.

Considering the sensitivity factors presented in the article, which have been selected based
on the previous methodology, widely satisfactory results have been obtained in the counting
of points (sensitivities of around 95%), as can be seen in the Table 4. Therefore, the proposed
method is effective since it allows the determination of an optimum sensitivity factor
automatically for each image to be processed. The method provides metric accuracy to the
analysis of the images. Therefore, the exact number of points can be used for diagnosis
instead of a global evaluation of them.

Further research is already ongoing to evaluate the robustness of the proposed methodology
by means of a node similarity analysis between different graphs, as described by reference

27].

The possibility of finding the optimum value of the sensitivity factor for each processed
image will allow the CHT function in MATLAB to be used for the study of images for which
absolute point detection accuracy is required. An example of this is the work that has been
initiated by the research centre in the field of detecting defects on ceramic tiles caused by
excessive porosity. CHT is being applied because of the possibility of objectively obtaining
an Speor that ensures the exact count of the number of points.
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ANEXO 3

Texto completo Publicacion En Congreso Internacional. Analysis of
segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new
methodology applied to fluorescence images.
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Title: Analysis of segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new
methodology applied to fluorescence images.

Authors: Marfa Moncho Santonja, Maria Begona Sanz Alaman, Beatriz Defez Garcia, Ismael
Lengua Lengua, Guillermo Peris Fajarnés

Resumen

El acné vulgar es una de las patologias mdis comunes en el ser humano. Su prevalencia supone un elevado
coste econdmico, el cual, junto con el impacto en la calidad de vida de los pacientes, conlleva la necesidad de
analizar los métodos actuales de evaluacion, tratamiento y seguimiento del acné. Entre los métodos de
evalnacion y seguimiento mds comunes se encuentra el recuento manual, por parte del dermatilogo, de las
lesiones. Esta técnica, sin embargo, presenta limitaciones tales como el tiempo necesario para levarla a cabo
corvectamente. Por este motivo, surge la necesidad de desarrollar nuevas técnicas asistidas por ordenador que
permitan realizar el recuento de manera antomatica. Para ello, es necesario, en primer lugar, la deteccion
antomatica de las lesiones de acné en la piel del paciente. El presente estudio propone una nueva metodologia
para resolver el problema de la segmentacion de imdagenes de acné, que permita el desarrollo de un sistema de
conteo antomatico, para reducir el tiempo de consulta y los ervores diagndsticos. Con este fin, tras realizar nna
revision sistemdtica para conocer el estado del arte en técnicas de segmentacion propuestas para acné vulgar, se
obtienen imdgenes de fluorescencia del rostro de individnos con esta patologia, pues dicha modalidad de imagen

Jacilita la deteccion de las lesiones. Con las imdgenes se genera un algoritmo de segmentacion utilizando el
software MATI.AB.

Palabras clave: segmentacion de imagenes, acné vulgar, MATIAB, imdgenes de fluorescencia,
aprendizaje antomtico, procesado de imdgenes.
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Abstract

Acne vulgaris is one of the most common human pathologies worldwide. Its prevalence causes a high healthcare
expenditure. Acne healtheare costs and effects on individnals' quality of life lead to the need of analysing
current acne evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most common ones is mannal lesion
counting by a dermatologist. However, this technique has several limitations, such as time spent. That is the
reason why the development of new computer-assisted techniques are needed in order to antomatically count
the acne lesions. Nonetheless, the first step is auntomatic acne lesion detection on the skin of patients. The aim
of this work is to propose a new methodology to solve the acne images segmentation problem, so that the
implementation of a system for auntomatic counting is possible. The results would be a decrease in both time
spent and diagnosis errors. With this objective, after doing a systematic review on the state of the art of acne
images segmentation methods, fluorescence images of the face of acne patients are obtained. This image modality

enhances visnalization of the acne lesions. Finally, using the fluorescence images, a segmentation algorithm is
implemented in MATI.AB.

Keywords: image segmentation, acne vulgaris, MATIAB, fluorescence imaging, machine learning, image
processing.
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1. Introduction

Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units —a pilosebaceous
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main affected
regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on
skin (open and closed commedos, and pustules and papules, respectively), and scars
(Williams et al.,, 2012). It is the most common dermatological pathology worldwide
(Zouboulis, 2014). 85% of adolescents suffer from acne (Ramli et al., 2012).

In order to monitor and treat acne propetly, a precise and reliable method to establish acne
severity is needed (Becker et al., 2017). Currently there is a wide range of acne grading
systems, which shows the lack of a global standard. These systems can be divided into two
groups: those based on manual lesion counting and the ones that use a model photography
(Ramli et al., 2012; Becker et al., 2017) Several studies (Lucky et al., 1996; Becker et al., 2017)
have proved lesion counting to be an objective and reliable method.

Beyond classical methodologies for the evaluation and monitoring of acne vulgaris, new
computer-based techniques —sometimes applied to new image modalities, such as
fluorescence images or polarized photograpy— have appeared to solve current limitations.
These limitations include time spent and human errors and lead to an increase of economic
costs. The aim of this study is to develop a new methodology to automatically count acne
lesions by implementing a segmentation algorithm on fluorescence images. To achieve this,
it is necessary to analyze the state of the art on segmentation methods applied to acne vulgaris
images, so the first original contribution of this work is the first systematic review for acne
images segmentation methods.

1.1. Fluorescence images

One of the characteristics of acne is the colonization of hair follicles by bacteria
Propionibacterium acnes (P. acnes) (Williams et al., 2012; Zouboulis, 2014). Several studies
(Patwardhan et al., 2017; Xu et al., 2018) have shown that substances secreted by P. acnes
called porphyrins are the cause of acne lesions fluorescence. Porphyrins absorb ultraviolet
(UV) light and emit red fluorescence in response (Borelli et al., 2006; Youn et al., 2009).
Consequently, it is possible to enhance the visualization of acne lesions using fluorescence
images of the skin of acne patients.
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2. Systematic review

To conduct a systematic review on acne images segmentation methods, an adapted PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (Liberati et al., 2009)
standard was used. The analysis includes all studies published until April 2019 and explores
four databases: Scopus  (https://www.scopus.com/home.uri), PubMed Central
(https://www. ncbi.nlm.nih.gov/pme/), Web of Science
(https:/ /www.recursoscientificos.fecyt.es/) and Google Scholar
(https://scholar.google.es/). PICO (Population, Intervention, Compatison and Outcome)
model was used. With the selected inclusion and exclusion criteria, a total of 20 studies were

included in the systematic review.

The review shows that current segmentation methods for acne vulgaris images can be divided
into two groups: those algorithms based on classical image processing techniques (Ramli et
al., 2011; Chen et al., 2012; Khongsuwan et al., 2012; Humayun et al., 2012; Liu and Zerubia,
2013; Min et al., 2013; Malik et al., 2014; Chantharaphaichi et al., 2015; Alamdari et al., 2016;
Kittigul and Uvyanonvara, 2016; Budhi et al., 2017; Maroni et al., 2017)—they consist of a
series of steps or operations that have to be applied to an image, for instance color space
transformations or contrast modifications. The other group refers to machine learning
algorithms (Fujii et al., 2008; Ramli et al., 2011; Madan et al., 2011; Arifin et al., 2012; Chang
and Liao, 2013; Malik et al., 2014; Khan et al., 2015; Alamdari et al., 2016). There is no
preference between one group or another, since nowadays both types of methodologies are
being proposed by research groups. In addition, there is a lack of uniformity in the evaluation
of results for each study, which makes the comparison of these segmentation methods
difficult.

In order to perform segmentation, different image modalities are used, but conventional

photographs are the most common modality. Fluorescence images are used in only two
studies (Son et al., 2008; Khongsuwan et al., 2012).

An analysis of limitations for each study included in the systematic review showed that
algorithms based on classical image processing techniques cannot be totally automatized,
mainly because there are some parameters that need to be manually adjusted (Son et al., 2008;
Humayun et al., 2012; Budhi et al., 2017; Maroni et al., 2017). That is why in the present
work machine learning algorithms are chosen for the implementation of the proposed
methodology.

Moreover, there is a research gap on segmentation methods for different image modalities.
As previously reported, there are only two methodologies proposed for fluorescence images.
In this study the authors hypothesise that fluorescence imaging can be a useful modality to
segment and automatically count acne lesions, since it is easy to capture the images and
lesions are visually enhanced.
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3. Materials and Methods

Before the implementation of the algorithm, fluorescence images are obtained in the
laboratories of Centro de Investigacion en Tecnologias Grdficas. These are photographies of the face
of mild acne patients. Figure 1 shows two of the obtained images.

Two different lamps were used —Wood’s lamp and a LED lamp— both emitting UV light.
The capture sensor was a standard RGB camera which corresponds to the model of the
iPhone X smartphone. In order to avoid the most common interferences in this kind of
images, two high pass filters from UQG Optics were used —cutoff wavelengths of 515 nm
(OG-515) and 530 nm (OG-530).

Fig 1. Two of the images captured in the laboratory, for the same subject. (a) Image obtained with a I.LED
lamp and OG-530 filter. (b) Image obtained with Wood’s light and OG-515 filter

The segmentation algorithm was implemented using MATLLAB R2018b and is based on k-
means clustering with automated selection of the desired cluster —the one which contains
lesion pixels. The k-means algorithm allows the method to detect acne points without human
intervention.
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4. Results

Figure 2 shows the input and output images for one of the fluorescence images used in the
implementation of the segmentation algorithm. This algorithm segments the image in order
to detect acne lesions and finally demarks and counts these lesions automatically.

Fig 2. (a) Fluorescence image obtained with 1.LED light and OG-515 filter. (b) Result of segmentation for

image (a). (c) The algorithm demarcates detected acne lesions on input image. Another ontput is the number
of detected lesions. In this case it was 477.

4.1. Future work

The results of the validation of the algorithm, as well as the code details, will be reported in
a future publication. Although it has been shown, through visual qualitative inspection, that
the method distinguishes healthy skin and acne points propetly, it is necessary to objectively
evaluate that. Concretely, the algorithm ability to distinguish between true acne lesions —red
points— and light reflection —white points— has to be quantified. Sensitivity, specificity,
precision and accuracy will be calculated, using manual segmentation as ground truth.
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5. Conclusions

Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current limitations of
evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. Although the new methodology is yet
to be validated, it is clear that the use of machine learning algorithms such as k-means enables
clinicians to objectively and quickly evaluate the severity of acne. Furthermore it has been
proven that fluorescence imaging is a useful modality to easily segment and detect acne

lesions.
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ANEXO 4

Estudio Observacional: Memoria Cientifica del Proyecto de Investigacion.
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Analisis de imagenes de autofluorescencia para su uso
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orales potencialmente malighas.
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Objetivo principal

Evaluar la sensibilidad del aumento de la autofluorescencia
intrinseca de la mucosa oral provocada por la hiperqueratosis
tumoral como pardmetro para la deteccién temprana del

carcinoma epidermoide oral.

Disefic

Proyecto de investigacion.
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Enfermedad o Trastorne en
Estudio

Carcinoma epidermoide de cavidad oral (COCE)

Imagenes obtenidas con:

 Dos linternas de luz ultravioleta y una triestimulo RGB:
- Linterna Ledlenser P7QC Quattro
- Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W
- Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W

¢ Camara fotografica de un Smartphone.

* Filtros 6pticos acoplados a la dptica del Smartphone..

Poblacién en Estudio

Pacientes mayores de edad con lesiones bucales susceptibles
de ser potencialmente malignas.

Calendario

La participacién en el estudio de cada paciente sera

aproximadamente de 12 meses.

Se estima el siguiente calendario:
+ Periodo reclutamiento: junio 2021 - diciembre 2021
+ Cierre de base de datos: diciembre 2021
« Informe estadistico final: enero 2022

+ Informe final de los resultados: marzo 2022

Proyectos de Tesis asociados

al estudio.

Tesis Doctoral de Maria Moncho Santonja.

Peris Fajarnes, Guillermo (I.P.); Moncho-Santonja, Maria.
Ayuda Predoctoral Gva-Monche Santonja.  Proyecto:
Aplicacion de Tecnicas de Iluminacion y Procesado de Imagen
para la Deteccion y Medicion de Lesiones (ACIF/2020/266).
(01/10/20 - 01/03/23).Financiacion RRHH. GENERALITAT
VALENCIANA.

Otras Posibles Fuentes

AICO 2021 (pendiente de resolucion)
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4. ABREVIATURAS

AA

AAG

AEMPS

CEl

COCE

CRD

CRO

EOC

FN

FP

LOPM

VN

VP

VPN

VPP

ESTUDIO FLUCR-FIND

Acontecimiento Adverso

Acontecimiento Adverso Grave

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
Comité de Etica de la Investigacién

Carcinoma Oral de Células Escamosas

Cuaderno de Recogida de Datos

Clinical Research Organization (empresa de investigacion por contrato)
Exploracién Oral Convencional

Falso Negativo

Falso Positivo

Investigador Principal

Lesiones Orales Potencialmente Malignas

Verdadero Negativo

Verdadero Positivo

Valor Predictivo Negativo

Valor Predictivo Positivo
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5. PLAN DE TRABAJO

Cuando se disponga de |a aprobacién del Comité de Etica de Investigacion,) se procedera al inicio

del estudio.

Los pacientes gue acudan a la clinica seran examinados siguiendo la practica clinica habitual y, si
el investigador participante considera que cumplen todos los criterios de inclusién y ninguno de
exclusion, se les informard sobre el estudio. Si aceptan participar y firman el consentimiento

informado, seran incluidos en el estudio.

Para la evaluacion de la técnica de autofluorescencia propuesta en este estudio, se utilizaran los

siguientes dispositivos:

s Dos linternas de luz ultravioleta y una triestimulo RGB:
o Linterna Led Lenser P7QC Quattro
o Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W
o Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W

e Camara fotografica de un Smartphone.

e Filtros opticos de la casa UQG. Los filtros estan acoplados a la optica del smartphone y su
funcién es acotar la luz visible para capturar imagenes solo con la longitud de onda de

excitacion de la queratina.
La informacidn técnica sobre los dispositivos se puede consultar en los anexos.

El estudio tendra una duracién total de aproximadamente doce meses y se realizaran las siguientes
visitas:

e Visita basal (V0). El investigador confirmara que el paciente cumple con los criterios de
inclusién/ exclusidn, se explicard el estudio al paciente, se resolveran dudas y, en caso de
que acepte participar, se firmard el consentimiento informado. A continuacién vy
posteriormente a la inspecciéon oral segun la practica clinica habitual, se realizard una
exploraciéon oral al paciente utilizando los dispositivos de fluorescencia del estudio y se
procedera a la toma de imégenes para su posterior analisis por el personal de la UPV. En
esta visita, el investigador recogera los datos demograficos del paciente, informacién sobre
posibles factores de riesgo del carcinoma epidermoide de cavidad oral (tabaguismo,
enolismo, hepatitis cronica o patologia mucosa oral cronica, como el liquen plano) y la

informacion concerniente a la lesién o lesiones (localizacién y aspecto clinico de la lesion).
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o Visita de biopsia (V7). Una vez confirmada la inclusion del paciente, la V1 se realizara

normalmente entre 15-30 dias tras la realizacién de la V0. En la V1 al paciente y segun
practica clinica habitual, tras PCR Sars cov 2 se le realizara la biopsia de la lesién o lesiones
bucales detectadas en la V0. En ese momento se procedera a una nueva toma de imagenes
utilizando los dispositivos de fluorescencia del estudio para que sean analizadas por el equipo
colaborador de la UPV.

o Visita de sequimiento T (V2). Se citara al paciente para comunicarle los resultados de la
biopsia, 1045 dias después de la biopsia.

e Visitas de seguimiento 2 y 3 (V3 y V4). En el caso de que la muestra del paciente sea
diagnosticada como lesion premaligna, se le citard para dos visitas de control, una a los 6
meses y otra a los 12 meses. En estas visitas se llevara a cabo una exploracién oral
convencional (EQC) del paciente y se recogeran datos relativos a la evolucién clinica de la

lesion.
Véase elanexo 5 para consultar la tabla con los procedimientos del estudio.
Procedimiento de autofluorescencia

Para la deteccién de las lesiones bucales premalignas o malighas, todos los pacientes incluidos en
el estudio seran examinados con las linternas de luz ultravioleta Led Lenser P7QC Quattro, Walther
UV5 395 nm de 5 W y Nitecore GEM10UV 365 nm de 3V sucesivamente. Cada linterna ilumina a
una longitud de onda diferente para excitar diferentes formas de la queratina. El investigador
examinara la cavidad oral del paciente utilizando los filtros 6pticos acoplados a la dptica del teléfono
mévil y haré fotografias de la cavidad oral del paciente con el teléfono mévil. Para la examinacion y
toma correcta de las imagenes los dos ingenieros de la UPV trabajardan de la siguiente forma: el
Ingeniero 1 se encargara de la toma de fotos de la cavidad bucal del paciente, mientras que el
ingeniero 2 procedera a la preparacion del filtro éptico a colocar sobre el sensor del Smartphone de
captura y que se empleara en consecucion de la combinacién iluminante-filtro previa. Ademas,
cuando el ingeniero 1 tome las imagenes el ingeniero 2 estara validando a través de un PC en tiempo
real si la imagen tomada es valida (parametros de resolucién, contraste, etc.). Siel paciente presenta
lesiones bucales con hipergqueratosis, estas en el posterior analisis realizado por los investigadores
de la UPV, se veran como zonas con mayor fluorescencia que el resto de la mucosa oral. Las
fotografias de las lesionas serén utilizadas para el analisis de datos (Véase apartado 8.8).

En la tabla del Anexo 5 se detallan los procedimientos que se van a realizar en cada visita.
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6. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

6.1  Objetivo principal

Evaluar la sensibilidad del aumento de la autofluorescencia intrinseca de la mucosa oral
provocada por la hiperqueratosis tumoral como parametro para la deteccién temprana del

carcinoma epidermoide.

6.2 Objetivos secundarios

Estimar especficidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y exactitud

de la técnica experimental.

Analizar la capacidad de la técnica para delimitar de forma precisa los margenes tumorales

utilizando la fluorescencia que presentan las regiones con hiperqueratosis.
7. REVISION CRITICA DE LA LITERATURA

El carcinoma epidermoide o carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia maligna
mas comun de la cabeza y el cuello (excluyendo el cancer de piel no melanoma), con mas de 300.000
huevos casos notificados anualmente en todo el mundo (1). Con la deteccién precoz, la tasa de
supervivencia a 5 afios aumenta al 83%, mientras que se reduce a menos del 30% con un diagndstico
tardio y la aparicion de metastasis (2-3). Dado que el 50% de los COCE surgen de lesiones orales
potencialmente malignas (LOPM), la deteccion del cancer en esta etapa puede mejorar la tasa de

supervivencia (4).

El estandar actual para la deteccion de LOPM, que comprenden principalmente leucoplasia,
eritroplasia y eritroleucoplasia, es una exploracién oral convencionhal (ECO). Debido a la gran
subjetividad y baja sensibilidad de la ECO, la visualizacion directa de la autofluorescencia del tejido
oral ha sido revisada en muchos estudios como una posible herramienta complementaria para el
reconocimiento temprano y el diagnéstico de trastornos orales potencialmente malignos y malighos

(5-10).

Los instrumentos de fluorescencia se utilizan para iluminar con una longitud de onda determinada
todo el interior de la cavidad oral, excitando los fluoréforos nativos de la mucosa, como el dinucledtido

flavina-adenina (FAD) y los enlaces cruzados de colageno y elastina.

En caso de gue haya una lesién premaligha o malignha en la mucosa, habra una alteracion en la

concentracion de estos fluoréforos en esa zona, por lo que se produce un cambio en el nivel de
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fluorescencia. Esta disminucion o aumento de la fluorescencia se debe a cambios comunes en el

proceso de carcinogénesis, como la hiperqueratosis, la degradacion de los enlaces cruzados de

colageno y elastina, el aumento del nimero de células inflamatorias en el tejido conectivo, el aumento

de la relacién nucleo-citoplasma, hiperplasia de la capa de epitelio y aumento de las concentraciones

de oxi y desoxihemoglobina en el tejido conectivo.

A continuacion, se muestran los estudios que presentan resultados y avances significativamente

considerables en la evaluacién de la eficacia de las técnicas de autofluorescencia en la identificacidn

de lesiones orales malignas.

Amirchaghmaghi, M., Mohtasham, N., Delavarian, Z., Shakeri, M. T., Hatami, M., & Mosannen
Mozafari, P. (2018). The diagnostic value of the native fluorescence visualization device for
early detection of premalighant/malignant lesions of the oral cavity. Phofodiagnosis and
photodynamic therapy, 21, 19-27. (5)

En el estudio se incluyen 45 pacientes para someterse a una evaluacion mediante el empleo
del instrumento comercial VelScope. Dicho instrumental ilumina con longitudes de onda
comprendidas dentro de la region azul del espectro electromagnético (400-460 nm) y captura
imagenes de las longitudes de onda de entre 500-700 nm. En este caso el cromoéforo de
estudio es el colageno.

Canjau, S., Todea, D., Sinescu, C., Pricop, M. O., & Duma, V. F. (2018). Fluorescence
influence on screening decisions for oral malignant lesions. Romanian journal of morphology
and embryology, 59(1), 203-208. (6)

En el estudio se incluye 18 pacientes para someterse a una evaluacién mediante el empleo
del instrumento comercial VelScope. Aprovechan en este caso la pérdida de
autofluorescencia intrinseca de la mucosa bucal por acumulacion de tejido maligno sobre
ésta. Se comprueba la eficacia de la evaluacién mediante la confirmacién por biopsia. Se
encuentran ante la problematica que puede suponer gue regiones inflamadas puedan

confundirse con indicios tumorales.

Chiang, T. E., Lin, Y. C., Li, Y. H, Wu, C. T., Kuo, C. 8, & Chen, Y. W. (2019). Comparative
evaluation of autofluorescence imaging and histopathological investigation for oral potentially
malignant disorders in Taiwan. Clinicaloral investigations, 23(5), 2395-2402. (7)

En el estudio se incluyen 126 pacientes sospechosos de presencia de malignhidad en la
cavidad oral. Para la evaluacion se emplea la camara de autofluorescencia digital Herus UOC

100TM. Dicha camara tiene capacidad de iluminar en el rango azul del espectro
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electromagnético y tomar imagenes en el rango verde del mismo. Al igual que en el estudio
anterior se intenta aprovechar la pérdida de autofluorescencia para intentar identificar
regiones con presencia de lesién. Acaban concluyendo que el instrumental es un punto mas

de apoyo para la identificacidon, pero no tiene especificidad para la patologia en cuestion.

s Mehrotra, R., Singh, M., Thomas, 5., Nair, P., Pandya, S., Nigam, N. 5., & Shukla, P. {2010).
A cross-sectional study evaluating chemiluminescence and autofluorescence in the detection
of clinically innocuous precancerous and cancerous oral lesions. The Journal of the American
Dental Association, 141(2), 151-156. (8)

En el estudio se evaltan dos instrumentales comerciales. En primer lugar, se emplea VizLite
Plus sobre 102 pacientes obteniéndose un 0% de sensibilidad para la deteccion precoz de
malignidad. En segundo lugar, se emplea VelScope sobre 156 pacientes obteniéndose un
50% de sensibilidad y un 38.9% de especificidad. Se concluye con que no supone un beneficio

en la deteccion de displasia o cancer y se requieren estudios clinicos adicionales.

s Scheer, M., Fuss, J., Derman, M. A., Kreppel, M., Neugebauer, J., Rothamel, D., Zoeller, J.
E. (2016). Autofluorescence imaging in recurrent oral squamous cell carcinoma. Oraf &
maxiliofacial Surgery, 20(1), 27-33. (9)

En el estudio se incluyen 41 pacientes sospechosos de presencia de lesiones malignas para
ser evaluados con el instrumental comercial VelScope. En dicho estudio se vuelve a emplear
como parametro identificativo la pérdida de fluorescencia intrinseca de la mucosa bucal. Se
concluye con que la pérdida de autofluorescencia que se registra no aporta informacidn

adicional sustancialmente importante como para ser aprovechada en el diagnéstico temprano.

s Simonato, L. E., Tomo, S., Miyahara, G. |, Navarro, R. S, & Villaverde, A. G. J. B. {(2017).
Fluorescence visualization efficacy for detecting oral lesions more prone to be dysplastic and
potentially malignant disorders: A pilot study. Photodiagnosis ahd Photodynamic Therapy, 17,
1-4. (10)

En el estudio se incluyen 15 pacientes aleatorios para probar la eficacia del uso de un sistema
LED que emite longitudes de onda cercanas a los 400nm (ENVICE). La sefial reflejada
capturada corresponde con la regién verde del espectro electromagnético. En este caso se
vuelve a aprovechar la pérdida de autofluorescencia de la mucosa oral como identificativo de
lesidén o susceptibilidad de aparicién de ésta. En este caso se confirma la eficacia del empleo

del instrumental y la viabilidad del uso de éste en la practica clinica habitual.
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Estos estudios demuestran que existen alteraciones en las propiedades de autofluorescencia de la
mucosa oral en caso de aparicion de LOPM, y sugieren la eficacia de utilizar los cambios de la
autofluorescencia intrinseca de la mucosa oral como parametro eficaz en la deteccidn precoz del
COCE.

Las linternas que se utilizaran en este estudio estan preparadas para excitar la queratina, que es la
proteina estructural principal de la dermis. Esta proteina tiene propiedades fluorescentes y responde
a unos patrones muy concretos de emisibn y excitacion, siendo estos 370 nm y 460 nm,
respectivamente (11). Debido a ello, la imagen de fluorescencia ha sido utilizada como una
herramienta de diagnéstico eficaz para predecir la evaluacién de patologias cutdneas como la

queratosis actinica (12).

En condiciones normales, la mucosa de las vias aéreas superiores esta cubierta por un epitelio no
queratinizado. Pero en presencia de una LOPM, se produce un aumento de la queratina por
acumulacion anormal de una masa de células. Por tanto, si se capta un aumento de la intensidad de
fluorescencia hos encontraremos ante una evidencia de la posible presencia de una lesion cancerosa

0 precancerosa (13).

Generalmente, las lesiones histopatolégicamente confirmadas de COCE suelen aparecer sobre
lesiones preexistentes, como la queratosis actinica. Por tanto, la queratosis actinica es un precursor
claro de este tipo de cancer (14). Por ello, en el presente estudio observacional se pretende analizar
el aumento de la autofluorescencia intrinseca de la mucosa oral como consecuencia de una

acumulacién anormal de queratina.
8. METODOS

8.1 Disefio y justificacion

Se trata de un proyecto de investigacién. El carcinoma epidermoide es uno de los tumores mas
frecuentes que se desarrollan en la cavidad bucal y, a pesar de la facilidad de una examinacion
oral, la mayoria de los casos son diagnosticados en estadios muy avanzados (estadios IlI-IV).
Por esta razdn, se considera necesario investigar el uso de nuevas técnicas de imagen que
permitan en un futuro poder realizar un reconocimiento de trastornos 4rnos orales

potencialmente malignos y malignos.

8.2  Poblacion de estudio

Pacientes mayores de edad con lesiones bucales susceptibles de ser potencialmente malighas.
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8.2.1 Criterios de inclusion

- Pacientes de 18 afios de edad o mas.

- Pacientes que presenten lesiones susceptibles de ser potencialmente malighas en la cavidad
oral y subsidiarias de biopsia.

- Pacientes que han firmado el Consentimiento Informado.

- Pacientes con PCR COVID-19 negativa

8.2.2. Criterios de exclusion

- Pacientes que presenten trastornos de la coagulacién
- Pacientes que sufran enfermedades sistémicas no controladas
- Pacientes que no firmen el consentimiento informado.

8.3 Fuente de informacion

La informacidén necesaria para llevar a cabo el estudio sera la informacién clinica incluida en la
historia médica del paciente en el centro donde el paciente sera tratado, asi como las fotografias
de las lesiones obtenidas con el teléfono mévil al realizar la exploracién oral con los dispositivos

del estudio.

8.4  Definicién operativa de variables de resultado, exposicion y otras

La variable principal es la sensibilidad de la técnica experimental en la deteccién del COCE, en
comparacion con el resultado obtenido mediante la exploracion con los medios utilizados en la
practica clinica habitual y la biopsia, que se considera el “gold standard”.

Las variables secundarias son especfficidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo
negativo (VPN) y exactitud de la técnica experimental.

Para evaluar la capacidad de la t&cnica para delimitar los margenes tumorales se comparara el
area afectada obtenida mediante la técnica con el area que un especialista delimitara sobre una
imagen a color convencional. La misma imagen sera segmentada de forma manual por el médico

y se comparara con la segmentacion obtenida mediante la técnica.

Véase 8.8 para mas detalles.
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8.5 Tamaho de la muestra previsto y bases para su determinacion

La validez de una prueba diaghostica es su capacidad para clasificar correctamente a los
individuos a los que se aplica dicha prueba. Cuando se desea evaluar la validez de una prueba
diagnéstica, se consideran habituaimente su sensibilidad (probabilidad de que la prueba dé un
resultado positivo en un individuo enfermo) y su especificidad (probabilidad de que |a prueba dé

un resultado negativo en un individuo sano).

Para poder evaluar la sensibilidad y la especificidad es necesario realizar la prueba tanto a
individuos sanos como enfermos. Sin embargo, en esta primera fase, solo se van a incluir
pacientes con sospecha de COCE, por lo que se espera que muchos de ellos efectivamente
presenten la enfermedad. Por eso, se considera razonable tomar como variable principal
Unicamente la sensibilidad de la técnica experimental; y evaluar la especificidad como variable

secundaria.

En base a los resultados publicados en el articulo de Chiang ef a/. (7), en los que se obtuvo una
sensibilidad del 77,94%, considerando un nivel de confianza del 95% y una precision del 15% en
la estimacion de la sensibilidad mediante un intervalo de confianza asintético normal bilateral,
seria necesario incluir 30 pacientes. Si ademas se asume un porcentaje de abandonos del 5%,

habria que incluir 32 pacientes.

8.6 Métodos paraia obtencién de los datos

Los datos se obtendran siguiendo practica clinica habitual, de la historia médica del paciente y

de la informacién proporcionada por la técnica experimental.

8.7 Manejo de los datos

Los datos necesarios para evaluar los objetivos del estudio se recogeran en un Cuaderno de
Recogida de Datos (CRD).

Las bases de datos y procedimientos necesarios para el tratamiento de los datos registrados en
el CRD cumplen con lag buenas practicas en seguridad de la informacion y legislacion aplicable.

ElI CRD es un documento confidencial y esta sometido a las mismas normas de confidencialidad
que el resto de los documentos, incluido la propia memoria cientifica. Es responsabilidad de los
investigadores mantener el CRD en un lugar seguro e inaccesible a terceras partes.La
investigadora principal y el equipo colaborador se compromete al cumplimiento de la Ley

Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre de Proteccion de Datos Personales y garantia de los
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derechos digitales, asi como el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccidon de Datos (RGPD).

Los datos seran disociados de manera que la informacién recogida por los investigadores clinicos
no incluya ningun dato de caracter personal. Solamente el personal investigador clinico conocera
la correspondencia entre el cédigo y el paciente. Por lo tanto, la identidad del paciente no sera
revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia médica o requerimiento legal.
El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todos los
participantes se ajustardn a lo dispuesto en esta ley. La investigadora principal y los
colaboradores adoptaran las medidas pertinentes para garantizar la proteccidn de la privacidad

de los pacientes y no permitird que sus datos se crucen con otras bases de datos que pudieran

Los datos registrados en el CRD se grabaran en una base de datos propiedad la investigadora
principal del estudio. Una vez finalizado el registro de los datos del ditimo paciente del estudio y
tras la revision de los datos se procedera al cierre de la base de datos, siempre y cuando se
hayan solucionado las posibles discrepancias encontradas. Una vez cerrada la base de datos

se transferird al estadistico responsable del analisis.

8.8  Andlisis de los datos

La poblacién que se utilizara para el analisis estadistico incluirda a todos aquellos pacientes
incluidos en el estudio que cumplan los criterios de inclusion y ninguno de los criterios de

exclusion y presenten datos suficientes para la estimacion de las variables principales.

Los datos demograficos y clinicos de los sujetos del ensayo se describirdn mediante indices
estadisticos descriptivos. Mientras que las variables categoricas se describiran a través de tablas

de frecuencia absoluta y relativa de los grupos de tratamiento y de la muestra global.

La validez de la técnica se evaluara comparando los resultados obtenidos con |os de la biopsia,
que se considera el “gold estandar”. Al realizar la comparacioén, se pueden dar los siguientes

Casos:

Resultade de biopsia

Positivo Negativo
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Verdadero positivo Falso positivo
Positivo
Resultado de (VP) (FP)
técnica
experimental Falso negativo \ferdadero negativo
Negativo
(FN) (VN)

Se calculara sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y exactitud de la técnica, que se definen:

La sensibilidad es la probabilidad de que la técnica experimental dé un resultado positivo
cuando el paciente presenta realmente carcinoma escamoso epidermoide {(comprobado
mediante biopsia).

Numero de VP
NOmero de VP + Namero de FN

Sensibilidad =

La especificidad es la probabilidad de que la técnica experimental dé un resultado
negativo cuando el paciente no presenta realmente carcinoma escamoso epidermoide

(comprobado mediante biopsia).

Namero de VN
Nimero de VN + Numero de FP

Especificidad =

VPP es la probabilidad de que el paciente presente realmente carcinoma escamoso
epidermoide si ha obtenido un resultado positivo con la técnica experimental.

Numero de VP

VPP = — -
Numero de VP + Namero de FP

VPN es la probabilidad de que el paciente no presente realmente carcinoma escamoso

epidermoide si ha obtenido un resultado negativo con la técnica experimental.

Numero de VN

VPN = — -
Numero de VN + Niamero de FN

La exactitud es la probabilidad de que la técnica experimental clasifique correctamente a

un paciente

Namero de VP + Numerode VN
Total

Exactitud =

Para evaluar la capacidad de la técnica para delimitar los margenes tumorales se comparara el

area tumoral delimitada por la técnica que intersecta con el area que un especialista considere
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afectada, con la unién de las areas de los dos métodos. Se aplicara el test de Shapiro-Wilk para
contrastar la normalidad de los datos. Para examinar si existen diferencias entre el area
delimitada por el especialista y por el algoritmo se aplicaran test estadisticos (testt o U de Mann-

Whitney, dependiendo de los datos) con un nivel de significancia a = 0,05.

8.9 Control de calidad

El centro del estudio introducira los datos en el CRD. Las entradas de datos se verificaran
mediante solicitudes de aclaracién manuales segln el plan de validacién de datos. Las
correcciones deben introducirse en el CRD en el centro del estudio.

El personal responsable de la entrada de datos y de los procedimientos de control y de
tratamiento de datos especifico se definira previamente. Los investigadores del estudio deberan
registrar y actualizar los datos de forma correcta, y en los plazos correspondientes, respondiendo
de su calidad ante las auditorias e inspecciones oportunas en caso de encontrarse
inconsistencias, se emitiran queries gue seran respondidas por el personal de los centros donde

se hayan dete

8.10 Limitaciones del disefio, de Ia fuente de informacion y de ios métodos de analisis

Las limitaciones del disefio de este estudio son las propias de proyecto de investigacién. Debido
a que no se incluirdn pacientes sanos si no solo pacientes con sospecha de COCE, no se podra
utilizar la especificidad de la técnica como una de las variables primarias. Por otro lado, la
muestra de los pacientes no puede ser mas elevada debido al menor influjo de pacientes en el

centro como consecuencia de la pandemia de la Covid-19.

9. ASPECTOS ETICOS/PROTECCION DE LOS SUJETOS PARTICIPANTES

El proyecto se llevara a cabo de acuerdo con los requerimientos expresados en la Ley 14/2007, de
3 de julio, como la Declaracion de Helsinki (revision de Brasil, octubre 2013). Esta define los
principios que deben ser respetados escrupulosamente por todas las personas implicadas en esta

investigacion.

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de cardcter personal de todos los pacientes
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 03/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion
de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, asi como el Reglamento (UE) 2016/672
del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).

ESTUDIO FLUCR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pdgina 18 de 35



% GENERALITAT :. Fundacié =
& VALENCIANA Fisabio DECARTANENT DE SALUT
¥\ XATIVA-ONTINYENT

Como consideraciones generales, todas las patesaceptan las normas éticas nacionales e

internacionales sobre investigacion.

El proyecto y su documentacién relacionada, incluidos la memoria cientifica, hoja de informacién
para el paciente, el consentimiento informado y la memoria econdmica, seran sometidos a la
evaluacién de un Comité Eticode Investigacién ebidamente acreditado. Cualquier dato requerido por
la memoria podra estar sujeto a auditorias por parte de las autoridades competentes, pero la
confidencialidad de los datos sera siempre condicién indispensable, y el uso de los datos sera unica

y exclusivamente para los fines protocolizados y comunicados a las autoridades.

9.1  Evaluacién beneficio-riesgo para los sufetos de investigaciéon

No hay riesgos adicionales para este estudio dado que la biopsia, que puede considerarse el
método mas invasivo, es practica clinica habitual. La visualizacién directa de la autofluorescencia
del tejido oral mediante la toma de imagenes no supone ningun riesgo extraordianrio al paciente.
El beneficio esperado es que se podria disponer en un futuro de un producto sanitario disefiado
de tal manera que recopile todos los resultados obtenidos en este proyecto y que ayude en el
diagnédstico precoz de lesiones orales potencialmente malignas. raciones sobre informacion a los

sujetos y consentimiento informado

Antes de realizar cualquier procedimiento del proyecto, el investigador principal, o la persona en
quien delegue se encargara de facilitar la hoja de informacién al paciente y de recoger el

consentimiento informado del estudio.

9.2 Confidencialidad de los datos

La confidencialidad de los datos de cada paciente sera respetada en todo momento. Los datos
originales seran conservados en el centro investigador y sélo tendran acceso los investigadores
del estudio y lafs personals encargada/s de su monitorizacién (si procede), o en caso de
inspeccién por parte de las Autoridades Sanitarias Espafiolas.

Los pacientes del estudio seran identificados mediante un cédigo de paciente. El investigador
informara a los pacientes incluidos en el estudio que los datos obtenidos en el presente estudio
seran guardados y analizados por ordenador y que se seguiran las regulaciones espariolas sobre
el manejo de datos computarizados (L.O. 3/2018 de Proteccion de Datos Personales y garantia

de los derechos digitales).

El investigador es la Unica persona que puede y debe conocer el origen de los datos recogidos
y asociarlos al paciente.
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Los datos personales (nombre completos direccion, centro de trabajo, NIF) de los investigadores
seran recogidos en un fichero informatizado con la Unica finalidad de facilitar aquellos aspectos
logisticos y de organizacion necesarios para el desarrollo del Estudio. El fichero de datos estara
sometido a tratamiento confidencial al amparo de lo que establece la normativa aplicable (L.O.
3/2018) y los investigadores podran ejercitar los derechos de acceso, rectificacién, cancelacion
y oposicion, respecto de los datos personales que les hubieren sido recabados, solicitandolo por

escrito al responsable del fichero.

Toda la informacién revelada por el promotor al investigador serd tratada de manera
estrictamente confidencial. El investigador solo hara uso de esta informacién para el proyecto de
investigacion gue se describe en esta memoria cientifica. Se compromete, ademaés, a no revelar
dicha informacién a terceros, salvo a otros colegas o empleados que participen en la gjecucidon
del estudio y que se hallen asimismo vinculados por las obligaciones de confidencialidad.

9.3 Interferencia con ios hahifos de prescripeion del médico

La participacion en este estudio no conlleva ningun cambio en el tratamiento farmacolégico de
los participantes, en caso de seguir uno. Por lo tanto, la participacidén en el estudio no influira en

los habitos de prescripcién del médico. Tampoco implicard cambios en la practica clinica habitual.
10. MANEJO Y COMUNICACION DE REACCIONES ADVERSAS
Un acontecimiento adverso es cualquier signo, sintoma o enfermedad no favorable ni previsto que

aparezca o0 empeore en un paciente durante el periodo de observacion.

Todos los acontecimientos adversos (AA) observados, tanto graves (AAG) como no graves,
registrados en la historia clinica concernientes directamente con la lesién bucal seran documentados
en el CRD, y serviran para realizar un registro y analisis de toda la informacidén de seguridad en el
informe final del estudio. El investigador debe realizar todos los esfuerzos necesarios para clasificar

el AA seguin su gravedad.
Un AA se define como AAG cuando:
* Produce la muerte.

= Sea potencialmente mortal {(es decir, que suponga un riesgo de muerte inmediato para el
sujeto por la reaccion adversa; esto no incluye reacciones que, de haberse producido con
una mayor intensidad o una duracién mayor, pudieran haber ocasionado la muerte).

+ Precisa hospitalizacién o la prolongacién de la hospitalizacién existente.
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« Causa discapacidad/incapacidad permanente o significativa.

« Constituya una anomalia congénita/defecto de nacimiento (en los hijos de sujetos expuestos
al farmaco del estudio).

« Oftros acontecimientos médicos importantes que puedan no ser potencialmente mortales ni
producir la muerte u hospitalizacién, pero que, segun el criterio médico adecuado, puedan
poner en peligro al sujeto o exigir una intervencion para evitar un AAG de los anteriormente
citados.

No se esperan AA ni AAG relacionados con la utilizacion de la técnica de autofluorescencia. Las
linternas de autofluorescencia son una técnica segura y no se ha documentado en la literatura

cientifica ningun AA a consecuencia de su uso.
11. CONSIDERACIONES PRACTICAS

11.1 Informes de seguimiento y final

linvestigador principal, o en quien éste delegue para llevar a cabo esta funcion, sera responsable
de la elaboracion de los informes del proyecto. La presentacion del informe final se realizara de
acuerdo con lo establecido en la legislacion aplicable para este proyecto. El informe final definitivo

habra de ser remitido al Comité Etico de Investigacién correspondiente.

11.2 Plan de difusion de los resultados

Se podran publicar los resultados del estudio en revistas cientificas relacionadas con el campo
del tratamiento del COCE, o bien en los congresos cientificos que se consideren oportunos.
Siempre gue las normas de la publicacién a la que se dirija el articulo lo permitan, los hombres
de todos los investigadores participantes apareceran en un listado por orden alfabético al final
del articulo.

Los resultados de |a investigacién se comunicaran a los participantes, siempre que lo soliciten.

Los investigadores deberan hacer publicos los resultados generales de las investigaciones una
vez concluidas.

Una vez finalizado el informe final del estudio, los resultados del proyecto podran ser
comunicados en cuantos congresos cientificos nacionales e internacionales considere oportuno
la investigadora principal y equipo colaborador.
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12. RECURSOS PARA LA REALIZACION DEL ESTUDIO Y ASIGNACION DE TAREAS

Para la ejecucion del presente proyecto no sera necesaria ningun tipo de memoria econémica. Hay
que menciona gue la Fundacién para el Fomento de la Investigacidn Sanitaria y Biomédica de la
Comunidad Valenciana (FISABIO) y la Universidad Politécnica de Valencia (UPV),, a través de las
Ayudas Polisabio, participaron en la financiacién de las primeras fases de este proyecto de

investigacion.
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14. MODIFICACIONES DEL PROTOCOLO

La version actual del protocolo es la version 1.0 con fecha 30-04-2021

15. ANEXOS

Anexo 1: Tabla con los procedimientos def estudio

Vo Vi vz V3*

Dia 0 Dia 30 Dia 15 IMes 6

Explicacién del estudioyfirmadel | X
consentimiento informado
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Confirmacioén de cumplimientode | X
criterios de inclusién/ exclusion

Exploracién oral convencional X X
(EOC)
Exploracion oral utilizando la X

técnica de autofluorescencia

Biopsia X

Comunicacién de los resultados X

de la biopsia

Registro de Acontecimientos | X X X X
adversos

V0 = Visita basal; V1 — V3 = Visitas de seguimiento.
*Estas visitas solo serdn realizadas por los pacientes que hayan sido diagnosticados con una lesién maligna mediante la
biopsia.
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Anexo 2: Datos técnicos de la linterna Walther UV5
CARACTERISTICAS

La linterna Walther Pro UV5 emite sélo luz ultravioleta, también llamada luz negra, se utiliza para ver rastros de sangre. Se suele usar para comprobar la autenticidad de
los billetes de banco y los documentos de identificacion.

ance Maximao

Incluye: 3 x AAA, soporte de baterias para 1 x ICR18650 o 2 x CR123, protecei6n antirrobo, funda y juntas de repuesto,
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(Espaiiol) GEM8/GEM10/GEM8UV/
GEM10UV Manual de usuario

r -
Caracteristicas
* Linterna profesional para identificacion de gemas
* GEMS: CREE XP-L HI V3 LED emite una potencia maxima de 500 limenes
GEM10: CREE XP-L HI V3 LED emite una potencia maxima de 800 |imenes,
GEMBUV: Luz UV potencia de 3000mW, longitud de onda de 365nm
GEM10UV: Luz UV potencia de 3000mW, longitud de onda de 365nm
o El interruptor rotatorio permite un ajuste variable de intensidad
¢ GEMB/GEM8UV: El LED esta unido directamente al lente para asegurar que no haya pérdida de luz
(Patente No.: ZL201620486311.8) i
s GEM10/GEM10UV: Tecnologia de recubrimiento de cristal combinado con “Tecnologia Optica de
Precision Digital” para un rendimiento sin paralelos del reflector
« GEMB/GEMBUV: Patente de disefio nimero: ZL20183001830.7
GEM10/GEM10UV: Patente de disefio nimero: ZL201830018136.4
« Circuito de corriente constante de alta eficiencia, provee una salida del haz sin variaciones con
duracion maxima de 500 horas
Médulo Avanzado de Regulaciéon de Temperatura
Escala de medicion integrada
Cristal mineral endurecido con recubrimiento anti reflejante
Construida con aleacion de aluminio de grado aerondutico y anodizacion de grado militar HAIIL
Resistente al agua de acuerdo con IPX8 (sumergible 2 metros)
1m resistente a impactos
Capacidad para sostenerse sobre el extremo trasero

Dimensiones

GEMS8 GEM8UV

Diametro de la cabeza:  0.35” (9mm) Diametro de la cabeza: 0.35"” (9mm)

Diametro del tubo: 0.85” (21.5mm) Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm)

Largo: 5.47” (139mm) Largo: 5.47" (139mm)

Peso: 2.040z (57.79) Peso: 2.040z (57.7a)

GEM10 GEM10UVv

Diametro de la cabeza: 0.63" (16mm) Diametro de la cabeza:  0.63" (16mm)

Didmetro del tubo: 0.85" (21.5mm) Didmetro del tubo: 0.85" (21.5mm)

Largo: 5.31" (135mm ) Largo: 5.31" (135mm )

Peso: 2.350z (66.5g) Peso: 2.350z (66.59)
ESTUDIO FLUCR-FIND versién 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pdgina 26 de 35
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Anexo 4: Datos técnicos de la linterna Ledlenser P7QC Quattro

Datos técnicos

Le_m(;dlenser
F7QC

@ LED

Configuracién LED 1 x Multicolor LED

Pate uminica’ MAX. 220 lm - MIN. 401m

Haz deluz' MAX. 60 m - MiN. 20 m

Duracién luminica' MAX. 20 h - MiIN. 3 h
® Bateria y carcasa

Bateria 4 % Micro (AAA) 1.5V

Capacidad de la bateria? 7,50 Wh

Hermeficidad 1PX7

dust resistance IPXX

Recargable No

@ Dimensiones y peso

Longitud (desfocalizado) 133 mm

Diametro del cabezal 37 mm
Peso 175g
ESTUDIO FLUCR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pdgina 28 de 35
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Anexo 5: Datos técnicos de los filtros opticos UQG Schott-BG7/0G530/UGS
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Suppliers of Custom and Stock Optics

CAMBRIDGE, ENGLAND

SCHOTT BG7

B G7 | Density | [Motes
|p e [ 261 | [loncally coored glass
Bandpass fille!
[Reflection factor [ Bubble cantent |
[P [ 1418 | [Rubble class |
[Rsferanca thickness | [Chemical Resistance
[ mm] [ 1 ] [FReass 0
SN dlass 10
Spectral values AR dlass, 10
1 (3650m) = 025
1, i4e3nm] = 078
1, (633nm) < 008 [Tarc1 468
Thermal expansian
e NI 85
s 10K
onre (107K
Refractive Index n Temperature cosfficient
7 (D47 nm) = 1.540 T Inmicl All data wihout tolerances are to be
N (5815 nm) = 1.520) 10 be reference values.
values are only those
wvalues listed in the section
"Speciral values Z
Calorimetric avaluation
lluminant A(Planck T - 2856 K| lluminant Planck T - 3200 K Muminant D65 (T - 6504 K)
d [mm] 1 2 3 d [mm] 1 2 3 d [mm] 1 2 3
x 0262 | 0179 | €145 x 0246 0172 | 0143 2 0191 | 0152 | 0138
Y 0406 | 0360 | €317 v 0382 0333 | 0292 ¥V 0272 | 0229 | 0200
Y 30 14 3 Y 31 16 9 Y 38 21 13
Aglnmj 95 192 4 Aglnm] 493 490 45 AgLnm] 416 484 482
P, 7] [ n76 B 045 (3 06 P 049 078 074
€99
X
c.97
E..
[E
80
E - //\\
S0 L~ B
¥ 7
€.30
= / B
& 7 I~
c.os ~
c.o1 [l
1E- 7
7
200 00 El s0n &0 e an0 o 1060 110 1200

UQG (Optics) Ltd. The Norman Industrial Estate, 29-101 Cambridge Road, Milton, Cambridge CB24 6AT. England.
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OPTICS CAMBRIDGE, ENGLAND
DATA SHEET SCHOITT BG7
0.99
0.98
0.97
0.56
0.95
g.au L —
B.50
Boolf \
.60 \ e ™~
B0 7
31 z
0.30 , \ \
n.20 f \
Ao =Y
]| P K
1E-3 I! \‘
164 — |
l:-:-ﬂD 700 1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200 4700 5200
Internal 5 at d=1mm
The Internal values, and are values only
A [nm] o, A [nm] 'c. A [nm] . A[nm] =, X nm]] o A [nm] o
200 <107 E00 0.T67 €00 30107 1100 44107 2200 0.803 3700 0.444
210 <10 E10 0.730 10 3.0107 1110 481072 2250 0816 3750 0.453
220 <10° 520 0679 €20 3.0107 1120 52107 2300 0.827 3800 0.465
230 <107 530 0611 €30 30107 1130 56107 2350 0.839 3850 0478
240 <10® £40 0535 £40 31107 1140 62107 2400 0.849 3300 0.490
<bl <10°® b0 U.4bU 50 32107 1180 6.0107 2350 0860 3450 0501
2680 <in® ERD 03R9 £&0 34407 1180 73102 2500 n&7n 4nnn ns&n3
270 <10® 570 0.295 &70 35107 1170 7.8107 2550 0.881 4050 0.495
280 <107 580 0.229 £80 37107 1180 84107 2600 0.887 4100 0478
290 <107% £90 0174 £90 41107 1190 9.0107 2850 0.887 4150 0.456
300 <10® €00 0131 00 46107 1200 96107 2700 0875 4200 0430
310 <10 610 96102 210 53407 1250 0.132 2750 0.767 4250 0.400
320 4710 €20 70107 <20 6.0107 1300 0171 2300 0691 4300 0366
330 13107 630 51107 430 68107 1350 0215 2850 0.675 4350 0.326
40 66107 640 37107 <40 77107 1400 0.263 2900 0.672 4400 0281
350 0160 50 2./10% usu FRETH 1450 0314 2950 067U 4450 0230
R0 0260 FRD 21407 SAN 98107 1500 363 annn N (R4 4500 n177
370 0.349 670 15107 <70 11107 1550 0413 3050 0.628 4550 0128
380 0435 €80 11107 <80 12107 1600 0.462 3100 0.602 4600 9.010°
290 0.504 €90 8.610° <90 144107 1660 0.508 150 0.574 4660 64107
400 0.561 700 69107 1000 16107 1700 0.550 3200 0.546 4700 46107
410 0.614 710 56107 1010 1.8107 1750 0.589 3250 0517 4750 36107
420 0.657 720 4710° 1020 2.0107 1300 0.624 3300 0.493 4500 341072
430 0.695 730 40107 1030 22107 1350 0.656 3350 0472 4850 29102
440 0.728 740 3610° 1040 24107 1900 0.685 3400 0.451 4300 27107
450 U.rs4 50 33107 1050 26107 1950 u.2 3450 0438 4950 20107
4RD 0776 7680 3240° 1060 791072 2000 n737 3500 n433 sNnn 13107
470 0.788 770 31107 1070 33107 2050 0.757 3550 0432 5050 6.310°
480 0.794 780 3.010° 1080 36107 2100 0.774 3600 0434 5100 25107
490 0.788 790 3.010° 1080 41107 2150 0789 3850 0438 5150 12107

ESTU UQG (Optics) Ltd. The Narman Industrial Estate, 99-101 Cambridge Road, Milton, Cambridge CB24 4AT. England.
Tel | +00 44 (0) 1223 420329 Fax | +00 44 (0) 1223420506 Email | info@uggoptics.com
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SCHOTT 0G530

0G530 = o
plglem?] | 258 Colloidally colored glass
Longpass fiter
[ ion factor | [Bubbie content |
[Ps | 0821 | [Bucbleclass I
| [ehemical
| d frmmy) [ 3 | [FRemss 0
SR class 1.0
‘Spectrel values AR class 1.0
A (1, =0.5) [nm] = 530%8
A, (t,y =0.00001) [pr] = 460 [ £ I
A1, =083) [am] = 500 [Tera 506 |
Tharmal 4
3970 [10°K] 79
s 1107 /K] 2.0
By 19°7K]
Refractive Index n Temperature coefficient
ne (546.1 nm) = 1.510 Te [nm/°C] a1 All data wihout tolerances are to be
understood to be reference values,
n, (852.1 nm) = 1.510 Guaranteed values are only those
n,(1014.0 nm) = 1 500 ‘values listad in the section
"Spectral values guaranteed".
Colorimetric evaluatian
liluminant A (Planck T = 2856 K) lluminant Planck T = 3200 K D65 (T = 6504 K)
d [mm] 1 2 3 d[mm] 1 2 3 d [mm) 1 2 3
x 0534 | 0545 | 0550 x 0524 | 0535 | psa2 x D476 | 0496 | 0505
y 0.457 G462 0.447 ¥ 0.466 0.480 0484 y 0.601 0.698 0490
Y 81 78 75 ; 80 75 74 ¥ 74 88 e
Aq [nm) 564 585 586 Aqg [nm] 583 584 525 Ay [nm] 576 578 579
P, 0.94 088 0.98 o 0.24 0.98 Q.98 L5 .94 0.89 099
0.93 —
—
0.93 / \
0.97
0.95 - 1 - I )
s
890
£
£
B.50
.60 i'
E.sa
B ’
.30 1
0. !
618
0.05
oot
1E-3
1E-9
50 00 o w00 B 0 503 w00 wos  mew “120
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DPTIES CAMBRIDGCE, ENGLAND
DATA SHEET SCHOTT 0G530
ot}
| =y
goo =
£
£:00
30
i \
.50
i =
a0 s
o Ui
L.05
toL
& o=
) 00 1200 1700 2200 2/00 3200 3000 2200 4700 5200
Internal T, at d=3mm
The internal values, tabulated and are values only
A [nm] T A [nm] T A [nm] T A [nm] T A [nm] T A [nm]| A
200 <10° 500 <10* 800 0965 1100 0.847 2200 0939 3700 0162
210 <10 510 | 5210° 810 0963 1110 0.847 2250 0933 3750 0.168
20 <10° 520 0.136 820 0.962 1120 0.647 2300 0.936 2600 0175
230 <107 530 0514 830 0.950 1130 0.948 2350 0936 3850 0,182
240 <10° 540 0.502 840 0959 1140 0.548 2400 0931 3000 0.189
250 | <10° 550 0.919 830 0958 1150 0.848 2450 0.024 3950 0193
260 <10 560 0561 850 0957 1160 0.548 2500 0914 2000 0.18%
210 <10% 570 0.076 870 0956 170 0.048 2550 0911 4050 0176
280 < 107 580 0982 830 0955 1180 0 B48 2500 19019 4100 0158
290 <107 500 0085 820 0955 1190 0.918 2650 0.900 1150 043
300 <107 500 0506 900 0954 1200 0.540 2700 0838 2200 0110
310 <10° 10 0.986 910 0.954 1250 0.650 2750 0470 4250 | 85107
320 <10° 620 0.986 920 0953 1300 0.951 2600 0,361 4300 | 63107
330 <10° 630 0.086 030 09052 1350 0554 2850 0356 430 [ 43107
340 <10° 640 0.085 %40 0952 1400 0.85% 2000 0354 4400 | 23107
350 <10° 650 0.985 950 0951 1450 0.858 2350 0.364 4450 | 10107
360 <107 660 0.084 950 0951 1500 0.964 3000 0354 4500 | 43107
370 <10 il 0 983 870 01950 1550 0 867 3050 11333 45500 16107
380 10" 680 0.082 080 0950 1600 0.570 3100 0308 a600 | 50107
300 <10 ] [ 950 0949 1650 02 3150 0267 =l TS
400 <10° 700 0880 1000 | 0949 1700 0672 3200 0256 ar00 [ 10107
410 <10% 710 078 1010 | 0948 1750 0.672 3250 0231 4750 | 4910
420 <107 720 0.977 1020 | 0948 1800 0.570 3300 0.200 4800 [ 24107
430 <10° 730 0976 030 | 0948 1850 0568 3350 0150 ags0 | 1110°
440 <10° 740 0574 1040 | 0948 1900 0.666 3400 0174 4900 | =10°
450 <10% 750 0973 050 | 0948 1850 0.963 3450 0164 ag50 | <10°
460 <10° 760 0971 1060 | 0947 2000 0.961 3500 0.158 5000 <10°
470 <107 770 0570 1070 | 0947 2050 0.858 3550 0.156 5050 | <10”
450 <0’ /80 0 968 1080 uo4r 2100 0 thh 3500 11 164 S100 <
490 <10° 790 0.066 1090 0.947 2150 0.952 3550 0.157 5150 | <10°

UQG (Optics) Ltd. The Norman Ind
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U G 5 | Density Notes
[ o lg/en’] [ 7as Ionically colored ginss
Baindpass fillet
| Reflection factor | [Bubble content
[Py [ 0913 | [Bubble class [ 2
[Reterence thickness | [Chemical Resistance
|4 fmm] [ v | [FRclass 0
SR class 30
‘$peciral values AR class 20
v, [254nm) = 08 Lang-term changes of the polisned
©, (308nm) z 004 Transformation temperature surface are possible
+. [405nm) < 05 Tg [C] | 482 B
T, (B46nm) = 0.05 Transmission changes are possible
v, (833nm) < 005 Thermal under the action of intense
<, (725nm) < 0.85 a7 11076 8.1 ulraviolel radalion.
Gonysoerc [10°7K] 94
anxere (10°7K]
Index n Te
n (253.7 min) = 1.600 Tx Inmi”C] All data wihaut are to be
n, (365.0 im) = 1.560 to be refersnce values.
n, (587.6 nm) = 1.540 Guaranteed values are only those
n (1014.0 nm) = 1.530 values listed in the section
"Spectral values guaranteed"”.
Colorimetric avaluation
Ilaminant A (Planck T = 2856 K) llluminant Planck T = 3200 K Niuminant D65 (T, = 6504 K)
d [mm) 1 3 3 d [mm] 1 2 3 d [mm] 1 2 3
X X X
¥ ¥ ¥
Y 7 X
g [nm] hy [nm] Ag [nm]
P. P P.
L.e9
098+
087 / ‘
i 7 \\
g.sn
8.80
in A N =
i 7 o = ~
o [ /
40— \ L
730 —] 6 i
120 ) N F
aa | ~ |
0.08 -
o A i O
183 ,f |
154 1
3o an am w00 ED) 00 ann <on 0an 100 1200
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DATA SHEET SCHOITT UG5
095
.98 f
g7 I,
b
%,an "\
£ X
H.60
%50 N [ B,
e i \\\
o0 { A
c..0 ‘\ ! \
o3 LW | \
s AT N\
1e-3 \'*—-g —
1F4
IE-%CI\J 700 1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200 4700 5200
Internal 1, atref i d=1mm
The internal it values, tabul hically d e values only
A [nm] % A [nmy] = A nm] 5 A fnm] % Afnm]  + Anm] 1
200 <10° 500 95107 500 0685 1100 0.712 2200 0.504 3700 [ 16107
210 22107 510 7.0107 B10 0.655 1110 0.696 2250 0.590 3750 [ 40107
220 [ 69107 520 | 46107 820 0648 1120 0683 2300 0598 3800 [ 4.1-10°
230 0.450 530 | 33107 830 0644 1130 0.673 2350 0.600 3850 | 3910°
240 0.718 540 30107 840 0.642 1140 0,662 2400 0007 3900 | 3510°
250 0.826 550 | 30107 650 0.644 1150 0644 2450 0.507 3050 | 2810°
260 0879 560 | 22107 B30 0846 1150 0,625 2500 0.584 4000 | 20107
200 0912 570 11107 870 U 648 1170 0612 2550 0525 4050 13107
280 0939 580 | 78100 880 0.649 1180 0505 2600 0.501 4100 | s210°
250 0.952 590 | 9.010° 590 0652 1150 0.576 2650 0481 4150 | 3910°
300 0.960 600 1.2:10° 800 0.854 1200 0.560 2700 0.448 4200 | 54-10°
310 0.066 610 | 16107 010 0661 1250 0480 2750 0.353 4750 | 5410
320 0.978 620 | 17107 920 0.663 1300 0443 2800 0.120 4300 | 7010°
330 1 i) 30 25107 u30 0669 1350 0435 2850 | as0? 4350 | 1007
340 0.982 840 44107 940 0675 1400 0440 2900 14107 4400 | 1410
asn 0981 B&[) 01m 9501 11 RA3 1450 0437 2951 PR 4450 17t
360 0078 860 0227 060 0.838 1500 0434 3000 | 38107 4500 | 2.4-10°
370 0,960 670 0414 970 0.696 1550 0437 3050 | 2010° 4550 | 2607
380 0912 680 0.595 980 0703 1600 0456 300 | 1210° 4600 | 30-10°
380 0787 i) 0727 980 07 1650 0477 3150 | 7440t 4050 | 3510t
400 0570 700 0.709 1000 0716 1700 0490 3200 [ 48107 4700 [ 40107
410 0.360 710 0.820 1010 0723 1750 0408 3250 | 3240% 4750 | 43-10%
420 0.236 720 0.332 1020 0728 1800 0500 2300 | 23107 4200 [ 47107
430 0.178 730 0.818 1030 0732 1850 0.513 3350 1910% 4850 | 4910
440 0.168 74D 0.795 1040 0734 1930 0520 3400 | 1610° 4500 [ 3010°
450 0178 750 0,769 1050 0734 1950 0553 3450 1610° 4550 5010°
460 0.163 760 0.743 1060 0735 2000 0.570 3500 | 198107 5000 | 50107
470 0.168 770 0.719 1070 0731 2050 0.587 3550 | 2.110° 5050 | 4610°
480 0147 180 0 H98 1080 w2 2100 0 60U 360G 251907 5100 40w0°
480 0126 790 0.678 1090 0719 2150 0.609 3650 | 3.010% 5150 | z710%
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Caddigo del estudio:
FLUOR-FIND

“Analisis de imagenes de autofluorescencia para su uso
potencial como sistema no invasivo en la deteccidn de
lesiones orales potencialmente malignas.”

Proyecto de Investigacion

ESTUDIO FLUOR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Paginalde9
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| CODIGO DEL PACIENTE:

VISITA 0 (VO dia 0)

Fecha de la visita:

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Para que el paciente sea elegible, debe cumplir TODOS los criterios siguientes:

CRITERIOS DE INCLUSION Sl NO
Pacientes de 18 afios de edad o més.

Pacientes que presenten lesiones susceptibles de ser potencialmente malignas

en la cavidad oral y subsidiarias de biopsia.

Pacientes que han firmado el Consentimiento Informado.

Pacientes con PCR COVID-19 negativa

CRITERIOS DE EXCLUSION Sl NO
Pacientes que presenten trastornos de la coagulacion.

Pacientes que sufran enfermedades sistémicas no controladas

Pacientes que no firmen el consentimiento informado.

Fecha firma de consentimiento informado:

VARIABLES
Edad {afios):
Sexo:
[ masculino

|:| Femenino

Exposicidn toxicos:

ESTUDIO FLUOR-FIND versién 1.0 Fecha: 30/04/2021
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|:|No

Tabaquismo nimero cigarrillos/dia:

O

Alcohol diariamente:
[Isi
|:| No

Descripcion de la lesién:
- Tamafio:
- Apariencia:
- Localizacién:

XATIVA-ONTINYENT

- Intensidad de la lesidn tras la exploracién con linterna ultravioleta en comparacién con

la mucosa sana:

LINTERNA + FILTRO

INTENSIDAD DE LA MUCOSA

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-BG7

D Aumenta
D Igual

|:l Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-OG530

D Aumenta
|:] Igual

I:] Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott- UG5

|:| Aumenta
|:| Igual

|:| Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-BG7

|:| Aumenta
[Jigual

D Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-OG530

|:] Aumenta
[ 1gual

D Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott- UG5

D Aumenta
O 1gual

|:| Disminuye

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-BG7

D Aumenta
D Igual

|:] Disminuye

ESTUDIO FLUOR-FIND versién 1.0 Fecha: 30/04/2021
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XATIVA-ONTINYENT
Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-0G530 ] Aumenta
[igual
[ pisminuye
Linterna Nitecore GEM 10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott- UG5 I:I Aumenta
|:| Igual
[J pisminuye
Cita biopsia en quiréfano:
[si
|:| No
Firma consentimiento informado
Osi
D No
ESTUDIO FLUOR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Paginadde9
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VISITA 1 (V1 #30 dias)

Toma de muestras en quiréfano
[lsi
CIno
Descripcion de la lesién:
- Tamafio:
- Apariencia:
- Localizacién:

XATIVA-ONTINYENT

- Intensidad de la lesién tras la exploracién con linterna ultravioleta en comparacién con

la mucosa sana:

LINTERNA + FILTRO

INTENSIDAD DE LA MUCOSA

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-BG7

I:] Aumenta
D lgual

D Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-OG530

D Aumenta
igual

D Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott- UG5

|:] Aumenta
[Jigual

|:] Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-BG7

|:] Aumenta
igual

|:| Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-OG530

|:] Aumenta
D Igual

|:] Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott- UG5

|:] Aumenta
|:| Igual

D Disminuye

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-BG7

I:] Aumenta
D lgual

I:] Disminuye

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-OG530

I:' Aumenta
|:] Igual

D Disminuye

ESTUDIO FLUOR-FIND versién 1.0 Fecha: 30/04/2021
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XATIVA-ONTINYENT

e

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott- UG5 D Aumenta
D Igual

[ pisminuye

Se vuelven a tomar fotografias de la cavidad bucal con las linternas de estudio

ESTUDIO FLUOR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pagina6de9
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VISITA 2 (V2 £ 15 dias)

Comprobacidn resultado anatomopatoldgico de la biopsia:

[[] malignidad

[ Benignidad

|:| Premaligna
ESTUDIO FLUOR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pagina7 de9
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VISITA 3 (V3 6 mesest15 dias)

Exploracion clinica:
|:| Normal
[J Recidiva

Toma de imagenes de posibles lesiones residuales o recidivas con y sin autoflorescencia

Descripcion de la lesion:
- Tamafio:
- Apariencia:
- Localizacién:

- Intensidad de la lesidn tras la exploracién con linterna ultravioleta en comparacién con

la mucosa sana:

DEPAI

XATIVA-ONTINYENT

DE SALUT

LINTERNA + FILTRO

INTENSIDAD DE LA MUCOSA

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-BG7

|:| Aumenta
igual

D Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott-OG530

D Aumenta
O 1gual

D Disminuye

Linterna Ledlenser P7QC Quattro x filtro Schott- UG5

D Aumenta
O 1gual

|:] Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-BG7

D Aumenta
|:| Igual

D Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott-OG530

I:] Aumenta
D Igual

I:] Disminuye

Linterna Walther UV5 395 nm de 5 W x filtro Schott- UG5

I:' Aumenta
[Jigual

|:| Disminuye

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-BG7

|:] Aumenta

D Igual

ESTUDIO FLUOR-FIND versién 1.0 Fecha: 30/04/2021
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I:I Disminuye

Linterna Nitecore GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schott-OG530 D Aumenta
|:| Igual
[ pisminuye

Linterna Nitecare GEM10UV 365 nm de 3 W x filtro Schatt- UG5 L] Aumenta
igual
|:| Disminuye

ESTUDIO FLUOR-FIND version 1.0 Fecha: 30/04/2021 Pagina9de9
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
PARTICIPACION EN EL ESTUDIO TITULADO

“Analisis de imagenes de autofluorescencia para su uso potencial como sistema no invasivo en la
deteccion de lesiones orales potencialmente malignas.”

Investigador principal: Dra. Pura Puig Garcés
Servicio: Servicio de Otorrinolaringologia
Persona de contacto: Dra. Pura Puig Garcés
Teléfono de contacto: 687751118

TiTULO DEL ESTUDIO: “Anélisis de imagenes de autofluorescencia para su uso potencial como sistema no
invasivo en la deteccién de lesiones orales potencialmente malignas.”

OBJETIVO DEL ESTUDIO: El objetivo de este proyecto es evaluar la sensibilidad del aumento de la
autofluorescencia intrinseca de la mucosa oral provocada por la hiperqueratosis tumoral como parametro
para la deteccién temprana del carcinoma epidermoide oral.

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO: Se le examinara la boca con distintas lintemas que emiten luces
distintas de tal manera que se consigue excitar las formas de queratina que estan presentes en las lesiones
bucales premalignas o malignas. A continuacién el examinador dispondra de distintos filtros 6pticos que
acoplara a la éptica del teléfono movil para hacerle fotografias de su cavidad oral. Estas fotografias seran
analizadas con la finalidad de ver si existen alteraciones en la fluorescencia debido a la existencia de alguna
lesién bucal, y que puedan servir para en un futuro utilizar esta técnica como diagnéstico.

BENEFICIOS DEL PROCEDIMIENTO: el beneficio principal de esta técnica es en un futuro tener un
método méas de diagnoéstico que permita visualizar bucales premalignas o malignas en una fase mas
temprana de la patologia.

RIESGOS DEL PROCEDIMIENTO: Su participacion en el ensayo supone un riesgo igual o inferior al que
corresponderia a su atencion en la practica clinica habitual.

ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO: la alternativa a este tratamiento es la utilizacién de linternas de luz
blanca que no excita la queratina y solamente iluminan la zona bucal para visualizarla mejor.

CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS: Los datos y fotografias obtenidas seran codificados en una base
de datos sin figurar informacién que permita la identificacion del paciente. Sélo el investigador clinicoy podra
correlacionarlos con datos identificativos del paciente e informacién de su Historia Clinica. Los datos no
seran desvelados a tercera persona alguna ajena al estudio, exceptuando aquellos casos exigidos por ley.

En Espafia esta en vigor la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales, complementaria al Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y

FLUOR-FIND v1.0 Fecha: 09/04/2021 Pagina 1 de 4
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del Consejo, de 27 de abril de 2018, relativo a la proteccién de las personas fisicas en lo que respecta al
tratamiento de datos personales y a la libre circulacion de estos datos y por el que se deroga la Directiva
95/46/CE.

Este estudio cumple todos los requisitos en cuanto a privacidad de datos de caracter personal. Toda
publicacién de los resultados que se realice a posteriori, nunca mostrara datos personales del paciente.

Cesion de datos a paises extranjeros: No esta previsto pero siempre se exigira el cumplimiento de la
Normativa nacional en cuanto a cesién de los datos obtenidos del estudio.

Segln la citada Ley, el consentimiento para el tratamiento de sus datos personales y para su cesién es
revocable. Por lo tanto, en cualquier momento usted puede ejercer su derecho de acceso, rectificacion,
oposicion y cancelacion de sus datos dirigiéndose a: Dra. Pura Puig Cerda.

FLUOR-FIND v1.0 Fecha: 09/04/2021 Pagina 2 de 4
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YR

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

Don/Dofa:

DECLARO

Que el Dr./Dra.

(Nombre del investigador a quien he podido hacer preguntas sobre el proyecto”)
Me ha INFORMADO suficientemente de:

a) Los objetivos del proyecto: “Andlisis de imagenes de autofluorescencia para su uso potencial como
sistema no invasivo en la deteccién de lesiones orales potencialmente malignas” que se realiza en
el Departamento de Salud Xativa-Ontinyent y el la Universidad Politécnica de Valencia (UPV)..

b) Las tareas a realizar por el participante y condiciones de las mismas.

¢) Eluso que se le va a dar a la informacién obtenida mediante mi colaboracion.

d) Que los datos e iméagenes seran tratados y custodiados con respeto a mi intimidad y a la vigente
normativa de proteccion de datos.

e) Que sobre estos datos me asisten los derechos de acceso, rectificacion, cancelaciéon y oposicién
que podré ejercitar mediante solicitud ante el investigador responsable en la direccién de contacto
que figura en este documento.

f) Qué estos datos no podran ser cedidos sin mi consentimiento expreso y no lo otorgo en este acto.
Doy mi consentimiento sélo para la investigacion de la que se me ha informado y exclusivamente en ella, sin

posibilidad de compartir o ceder éstas, en todo o en parte, a hinguin otro investigador, grupo o centro distinto
del responsable de esta investigacion o para cualquier otro fin.

Entiendo que mi participacién es voluntaria.
Usted es libre de retirar su Consentimiento para participar en la investigacion en cualquier momento, sin
que esto le perjudique en su atencién médica posterior, simplemente debera notificar al Investigador que

desea retirarse del estudio.

Declaro que he leido y conozco el contenido del presente documento, comprendo los compromisos que
asumo Y los acepto expresamente. Y, por ello, firmo este consentimiento informado de forma voluntaria para

manifestar mi deseo de participar en este estudio de INVESTIGACION. Al firmar este consentimiento no

FLUOR-FIND v1.0 Fecha: 09/04/2021 Pagina 3 de 4
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renuncio a ninguno de mis derechos. Recibiré una copia de este consentimiento para guardarlo y poder

consultarlo en el futuro.

Firma del participante Fecha:

Nombre del investigador:

Direccion de contacto del investigador responsable de la investigacion:

Dra. Pura Puig Garcés

Servicio de Otorrinolaringologia
Hospital Llufs Alcanyfs

Crta. Xativa-Silla km. 2

46800 Xativa

Firma del investigador Fecha:

FLUOR-FIND v1.0 Fecha: 09/04/2021 Pagina 4 de 4
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DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA
ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA

CEIm: 34/2021

Dr. Fernando Sanchez-Toril Lépez, Presidente del Comité Etico de Investigacién

con medicamentos del Departamento de Salud Arnau de Vilanova — Lliria.

INFORMA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion con medicamentos del
Departamento Arnau de Vilanova-Lliria, en su sesién ordinaria del dia 29 de
Septiembre de 2021 (acta 11/2021), y una vez estudiada la documentacion
presentada por la Dra. PURA PUIG GARCES, en calidad de Investigadora Principal
del Servicio de Otorrinologia; tiene a bien informar que el proyecto de investigacion
titulado: “ANALISIS DE IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU
USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCION DE
LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS”

N° de estudio: 38/2021 y Protocolo: v1.0 de 30 de Abril 2021., HIP Y CI: v1.0 de 9 de
Abril de 2021; se ajusta a las normas deontolégicas establecidas para tales casos.

Se emite DICTAMEN FAVORABLE a la realizacién de dicho proyecto por la Dra. Pura

Puig Garcés en el Servicio de Otorrinologia del Hospital Liuis Alcanyis de Xativa. de

Y para que conste, lo firma en Valencia con fecha 29 de Septiembre del 2021.

N DE ‘//44 s
7,

g
%
z
(7% o P

. — R

Fdo. Dr. Fernando Sanchez-Toril Lopez Tor, OB

“Sappryy oN®
Presidente del CEIm del Departamento Arnau de Vilanova-Lliria.

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA — ARNAU DE VILANOVA - LLIRIA
Sant Climent, 12 - 46015 Valéncia - Teléfon 961-976000
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Por la presente, yo D. Purificacion Puig Garces,

en condicion de Investigadora Prncipal del Proyecto de Investigacion
“ANALISIS DE IMAGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU
USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO IVASIVO EN LA DETECCION
DE LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS” con
acromimo FLUOR-FIND,

AUTORIZO que los documentos:

-  Memoria Cientifica del Proyecto de Investigacion
- Hoja de Informacion al Paciente
- Cuadermno de recogida de datos

- Dictamen Favorable a la Realizacion del Proyecto

se incluyan como parte de la Tesis Doctoral desarrollada por D. Maria Moncho
Santonja con titulo “Aplicacion de Técnicas de Tluminacion y Procesado de
Imagen para la Deteccion y Medicion de Lesiones™ y dinigida por D. Guillermo

Peris Fajarnes.

MA R'A Firmado

digitalmente por
PURIFICAC maria

PURIFICACKIN|
ION|PUIG| ruicicances

Fecha: 2022.1007

GARCES 0520045 +02'00°

Fdo: D. Purificacion Puig Garcés
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Fichas Técnicas Luz de Wood, Luz LED 365nm, Filtro Optico 0OG515,
Filtro Optico OG530
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Ficha Técnica
= SAILLUMINER

Cadig FLADBLE SOLUCIONES EN ILUMINACION
Tubo fluorescente Luz Negra

con Filtro

Caracteristicas

e Estructura de Vidrio con acabado liso
® Tubo de Luz negra T8 con filtro BLB

ULTRAVIOLETA VISIBLE

wao v wB WA
w

309 380 400 00 0 T00
Longitud de onda /Wavelength (nm)
Germicida
(253.7)

UVA: (desde 315nm hasta 400nm) longitud de onda.

Es capaz de penetrar en nuestra piel, por ello ésta ha desarrollado
mecanismos de control del UVA y por tanto no es muy perjudicial,
siempre y cuando las dosis recibidas no sean excesivas.

Especificaciones Técnicas

Codigo Watt Base Voltaje
FLaoBLE fadis w2 " lsmonee

*Lampara fluorescente requiere balastro electrénico, para mas informacién
comunicate con nosotros

Dimensiones

!

_|_i__—-— - }Eémm max 0

1213mm max

www.illuminer.com.mx
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Area de aplicacidn

S ® @

Deteccién Deteccién Monedsa Revision de
Tinta Invisible B |Ciblemrel materiales y
JUS’“HC\BV 9uperﬂcweﬂs

(© (33)13703874
(33) 1611 9177

(33) 3854 7846
Q (33) 22652513

www.illuminer.com.mx

XX X
UCIONES tN \LU MINACION

°®
. .
%
SoL

o B

Evento social, Negocio,
fiesta, centro Centro
nocturne comercial
7
Advertencia:

El uso de radiacion ultravioleta
puede ser nocivo para la piel y ojos.

ventas@illuminer.com.mx

’A distribucion@illuminer.com.mx

Envios a Todo México

® lluminer. Solucionesen lluminacién | 2021
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(Espaiol) GEM8/GEM10/GEMS8UV/
GEM10UV Manual de usuario

e
Caracteristicas
+ Linterna profesional para identificacion de gemas
» GEME&: CREE ¥P-L HI W3 LED emite una potencia maxima de 500 [dmenes
GEM10: CREE XP-L HI W3 LED emite una potencia maxima de 800 limenes,
GEMBUV: Luz UV potencia de 3000mW, longitud de onda de 365nm
GEM10UV: Luz UV potencia de 3000mWw, longitud dz onda de 365nm
» El interruptor rotatorio permite un ajuste variable de intensidad
» GEMBE/GEMBUV: El LED esta unido directamente al lente para asegurar que no haya pérdida de luz
(Patente No.: 71 201620486311.8)
» GEM10/GEM10UV: Tecnologia de recubrimiento de cristal combinado con "Tecnologia Optica de
Precision Digital” para un rendimiento sin paralelos del reflector
s GEME/GEMBUV: Patente de disefio numero: ZL20183001830.7
GEM10/GEMLOUV: Patente de disefio nimero: ZL201830018136.4
+ Circuito de corriente constante de alta eficiencia, provee una salida del haz sin variaciones con
duracién maxima de 500 horas
Mddulo Avanzado de Regulacion de Temperatura
Escala de medicion integrada
Cristal mineral endurecido con recubrimiento anti reflejante
Construida con aleacion de aluminio de grado aeronautico y anodizacion de grado militar HAIII
Resistente al agua de acuerdo con IPXE (sumergible 2 metros)
1m resistente a impactos
Capacidad para sostenerse sobre el extremo trasero

Dimensiones

GEMS GEMBUV

Diametro de la cabeza: 0,357 (9mm) Didmetro de la cabera:  0.35” (9mm)
Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm) Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm)
Largo: 5.47" (139mm) Largo: 5.47" (139mm})
Peso: 2.040z (57.7g) Peso: 2.040z (57.7g)
GEM10 GEM10UV

Didmetro de la cabeza:  0.63" (16mm) Didmetro de la cabeza:  0.63" (16mm)
Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm) Diadmetro del tubo: 0.85" (21.5mm)
Largo: 5.31" (135mm ) Largo: 5.31% (135mm )
Peso: 2.350z (66.5g) Peso: 2.350z (B6.5g)
Accesorios

2% O-rings de repuesto, corea, funda

Opciones de bateria

TAMARO | Voltaje neminal Compatible
Bateria Li-ion 18650 recargable 18650 3EV[3TV 5 (Recomendado)
Bateria primaria de litio CR123 v S (Recomendado)
Batenia Li-ion recargable RCR123 3.6V[3.7V s
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GEMBUV

Intensidad 3000mW SmwW
Duracidn *4h15min 500h
Resistente a impactos im
Resistente al agua IPX8, 2m sumergible

- -
Instrucciones de operacion
Instalacion de baterias

La instalacion de baterias es la misma para todos los modelos

de la serie GEM. Inserte la bateria por la parte trasera como se

muestra en la imagen. (El modelo mostrado en la imagen es la

GEME).

NOTA:

1. Assqgurese que las baterias estan insertadas correctamante.
La luz no encenderd si las baterias estan insertadas de
manera incorreca.

2. Evite apuntar el haz directamente a los ojos.

3. Cuando guarde la linterna en una mochila o se deje en
desuso por largos periodos de tiempo, por faver remueva
todas las baterias para prevenir activacion accidental y
fugas en las baterias.

On/Off

Encendido: gire el interruptor trasero en sentido de las manedillas del reloj como se muestra en la
imagen hasta escuchar un "clic”.

Apagade: gire el intermuptor trasero en sentide contrario a las manecillas del reloj como se muestra en
la imagen hasta escuchar un "clic”

Ajuste del nivel de intensidad

GEM8/GEM10

El nivel de intensidad de ultra bajo a turbo es infinitamente variable,

Cuando la luz esta encendida, gire el interruptor en sentido de las manecillas del reloj como se muestra
en la imagen, y €l nivel de intensidad aumentara de 1 lumen hasta 500/800 lamenes. La intensidad es
ajustada en reversa rotando el interruptor en sentido contrario a las manecillas del reloj.

GEMBUV /GEM10UV

Los niveles de intensidad de UV (ultra bajo) a UV (Turbo) son infinitamente variables.

Cuando la luz esta encendida, gire el interruptor en sentido de las manecillas dal reloj como se muestra
en la imagen, y &l nivel de intensidad cambiara de 5mW a 3000mW. La intensidad es ajustada en
reversa rotando el interruptor en sentido contrario a las manecillas del reloj

ATR (Regulacion Avanzada de Temperatura)
Con madulo de Regulacidn Avanzada de Temperatura, las linternas regulan su potencia y se adapta al
medio ambiente, manteniendo asi un rendimiento dptimo

Cambio de baterias

Las baterias deben ser recargadas o reemplazadas si ocurre cualguiera de las siguientes situaciones: La
intensidad del haz es tenue o la linterna no responde

Mantenimiento

Cada & meses se deberan limpiar las juntas con un pafio limpio, sequido a esto, debe aplicarse una fina
capa de lubricante a base de silicon.
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Data Sheet
0G515

SCHOTT

Optical properties

Mechanical properties

Colormetric properties

Reflection factor Reference thickness 1 mm 2 mm 3 mm
Pq = 0,921 d = 3,00mm o X 0,448 0,465 0,473
Spectral values guaranteed (d =3 mm) Density 8 y 0,516 0,519 0,515
Ae (1 =0,5) = 515nm+6 nm p = 2,56 gflcm? § Y 81,5 77,9 75,4
e (Tiy = 1E-05) = 440 nm Knoop hardness § hg 573 nm 574 nm 575 nm
Ap(tL=093) = 580nm HKp1ng = 455 = P. 0902 0,958 0,969
X 0,516 0,525 0,530
<
Thermal properties =y 0,468 0,466 0,463
Transformation temperature _E 86,5 84,1 82,3
£
Tg = 509°C S Ay 582nm 583 nm 583 nm
Thermal expansion in 105K Pe 0,896 0,945 0,957
Refractive indices O (300 /700y = 7,9
ng (5876 nmy = 1,51 O (aoecszomy = 9,0 Notes
n (852 nm) = 1,51
ny (1014nm) = 1,50 Temperature coefficient
Tk = 0,11 nm/K
Sellmeier coefficients Stricking glass
on request Chemical properties Longpass filter
Chemical resistance
FRclass = 0
SRclass = 1 DIN 58131
ARclass = 1
Resistance against humidity
Resistant glass Disclaimer
Internal quality see pocket catalogue "Optical Filter All data without tolerances are to be understood
Bubble class 3 Glass 2020", chapter 5.5 to be reference values.
0,99 | [ | |
| I
0,98 |
o | I | | I |
0,97 T | T | |
0,96 | | | | | |
5 " I | |
2
2 T | |
=
oo — | I — |
& 07
S 3 [ | | | | | | |
= 0,6 | | | | | | | |
B 1 1 1 1 1 1 1 !
= | | | | | | | | |
g 8% : | ! | | | | | |
=01 [ | | | | | | |
0.05 | | | | | | | |
g I | | I I | | |
a7 | I | I I I I I |
0,001 [ I I | | | | | |
Eg2 | t | | z | | | | | |
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
wavelength in nm
Status 18.11.2020 Page 1/2




Data Sheet
0G515

SCHOTT

0,99 | ’
0,98 | l
5 | [ n | |
) | | | | |
0,95 ’
[y 0,9
5}
: |
£ o8 |
£ |
g of w
o ' |
= 0 1
o , |
g o3 i | | f f | i |
2 g — — — —
o — N
001 ———— S ——— — —
0001 1 L 1 n ] | [ ! | [
| atr J — — | | | | | | | ] |
200 700 1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200 4700 5200
wavelength in nm
Internal transmittance ti at reference thickness
The internal transmittance values, tabulated and graphically represented, are reference values only
A fnm o A inm T 2 fnm T A im T A fnm T A fnm i
200 | < 1,0E-05 500 5,093E-02 800 9,627E-01 1100 9,408E-01 2200 9,342E-01 3700 1,653E-01
210 | « 1,0E-05 510 3,219E-01 810 9,612E-01 1110 9,408E-01 2250 9,311E-01 3750 1,708E-01
220 | < 1,0E-05 520 6,692E-01 820 9,597E-01 1120 9,408E-01 2300 9,339E-01 3800 1,767E-01
230 | < 10E05 530 8,627E-01 830 9,582E-01 1130 9,408E-01 2350 9,332E-01 3850 1,8617E-01
240 | < 1,0E-05 540 9,370E-01 840 9,568E-01 1140 9,409E-01 2400 9,292E-01 3900 1,650E-01
250 | < 1,0E-05 550 9,652E-01 850 9,553E-01 1150 9,411E-01 2450 9,207E-01 3950 1,650E-01
260 | < 1,0E-05 560 9,769E-01 860 9,540E-01 1160 9,413E-01 2500 9,136E-01 4000 1,611E-01
270 | < 1,0E-05 570 9,824E-01 870 9,527E-01 1170 9,414E-01 2550 9,185E-01 4050 1,729E-01
280 | « 1,0E-05 580 9,850E-01 880 9,514E-01 1180 9,416E-01 2600 9,111E-01 4100 1,582E-01
290 | < 1,0E-05 590 9,864E-01 890 9,501E-01 1190 9,418E-01 2650 8,926E-01 4150 1,380E-01
300 | < 1,0E05 600 9,868E-01 900 9,491E-01 1200 9,421E-01 2700 8,215E-01 4200 1,127E-01
310 | < 1,0E-05 610 9,869E-01 910 9,482E-01 1250 9,434E-01 2750 4,471E-01 4250 8,609E-02
320 | < 1,000E-05 620 9,867E-01 920 9,474E-01 1300 9,454E-01 2800 3,500E-01 4300 6,209E-02
330 | < 1,000E-05 630 9,861E-01 930 9,467E-01 1350 9,479E-01 2850 3,433E-01 4350 4,140E-02
340 | < 1,000E-05 640 9,853E-01 940 9,459E-01 1400 9,486E-01 2900 3,513E-01 4400 2,314E-02
350 | < 1,000E-05 650 9,844E-01 950 9,452E-01 1450 9,538E-01 2950 3,569E-01 4450 1,039E-02
360 | < 1,000E-05 660 9,835E-01 960 9,445E-01 1500 9,586E-01 3000 3,519E-01 4500 4,394E-03
370 | < 1,000E-05 670 9,825E-01 970 9,439E-01 1550 9,626E-01 3050 3,310E-01 4550 1,743E-03
380 | < 1,000E-05 680 9,815E-01 980 9,433E-01 1600 9,660E-01 3100 3,011E-01 4600 6,152E-04
390 | < 1,000E-05 690 9,802E-01 990 9,429E-01 1650 9,680E-01 3150 2,673E-01 4650 2,588E-04
400 | < 1,000E-05 700 9,789E-01 1000 9,426E-01 1700 9,688E-01 3200 2,440E-01 4700 1,117E-04
410 | < 1,000E-05 710 9,774E-01 1010 9,422E-01 1750 9,681E-01 3250 2,238E-01 4750 5,117E-05
420 | < 1,000E-05 720 9,760E-01 1020 9,419E-01 1800 9,666E-01 3300 2,048E-01 4800 2,449E-05
430 | < 1,000E-05 730 9,744E-01 1030 9,417E-01 1850 9,647E-01 3350 1,862E-01 4850 1,211E-05
440 | < 1,000E-05 740 9,727E-01 1040 9,415E-01 1900 9,624E-01 3400 1,707E-01 4900 | < 1,000E-05
450 | < 1,000E-05 750 9,710E-01 1050 9,413E-01 1950 9,599E-01 3450 1,598E-01 4950 | < 1,000E-05
460 | < 1,000E-05 760 9,693E-01 1060 9,412E-01 2000 9,574E-01 3500 1,533E-01 5000 | < 1,000E-05
470 | < 1,000E-05 770 9,676E-01 1070 9,410E-01 2050 9,549E-01 3550 1,517E-01 5050 | < 1,000E-05
480 | < 1,000E-05 780 9,660E-01 1080 9,409E-01 2100 9,526E-01 3600 1,549E-01 5100 | < 1,000E-05
490 9,674E-04 790 9,644E-01 1090 9,408E-01 2150 9,486E-01 3650 1,601E-01 5150 | < 1,000E-05
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Data Sheet
0G530

SCHOTT

Optical properties

Mechanical properties

Colormetric properties

Reflection factor Reference thickness 1 mm 2 mm 3 mm
Pq = 0,921 d = 3,00mm o X 0,476 0,496 0,505
Spectral values guaranteed (d =3 mm) Density 8 y 0,501 0,498 0,490
Ae (1 =0,5) = 530 nm+6 nm p = 2,56 gflcm? § Y 73,6 68,7 65,6
%o (Tiy = 1E-05) = 460 nm Knoop hardness § hg 576 nm 578 hm 579 nm
Ap(tL=093) = 600nm HKp1ng = 450 = P. 0938 0,985 0,990
X 0,534 0,545 0,550
<
Thermal properties =y 0,457 0,452 0,447
Transformation temperature _E 81,4 77,8 75,4
£
Tg = 506 °C S Ay 584nm 585 nm 586 nm
Thermal expansion in 10%/K Pe 0,943 0,979 0,984
Refractive indices O (300 /700y = 7,9
ng (5876 nmy = 1,51 O (aoecszomy = 9,0 Notes
n (852 nm) = 1,51
ny (1014nm) = 1,50 Temperature coefficient
Tk = 0,11 nm/K
Sellmeier coefficients Stricking glass
on request Chemical properties Longpass filter
Chemical resistance
FRclass = 0
SRclass = 1 DIN 58131
ARclass = 1
Resistance against humidity
Resistant glass Disclaimer
Internal quality see pocket catalogue "Optical Filter All data without tolerances are to be understood
Bubble class 3 Glass 2020", chapter 5.5 to be reference values.
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wavelength in nm
Internal transmittance ti at reference thickness
The internal transmittance values, tabulated and graphically represented, are reference values only
A fnm o A inm T 2 fnm T A im T A fnm T A fnm i
200 | < 1,0E-05 500 | < 1,000E-05 800 9,649E-01 1100 9,474E-01 2200 9,385E-01 3700 1,617E-01
210 | « 1,0E-05 510 5,189E-03 810 9,633E-01 1110 9,474E-01 2250 9,335E-01 3750 1,681E-01
220 | < 1,0E-05 520 1,364E-01 820 9,617E-01 1120 9,475E-01 2300 9,360E-01 3800 1,751E-01
230 | < 10E05 530 5,140E-01 830 9,603E-01 1130 9,476E-01 2350 9,356E-01 3850 1,619E-01
240 | < 1,0E-05 540 8,018E-01 840 9,591E-01 1140 9.477E-01 2400 9,311E-01 3900 1,688E-01
250 | < 1,0E-05 550 9,191E-01 850 9,579E-01 1150 9,478E-01 2450 9,242E-01 3950 1,925E-01
260 | < 1,0E-05 560 9,608E-01 860 9,570E-01 1160 9,479E-01 2500 9,136E-01 4000 1,684E-01
270 | < 1,0E-05 570 9,760E-01 870 9,562E-01 1170 9,480E-01 2550 9,108E-01 4050 1,758E-01
280 | « 1,0E-05 580 9,819E-01 880 9,555E-01 1180 9,481E-01 2600 9,091E-01 4100 1,579E-01
290 | < 1,0E-05 590 9,846E-01 890 9,548E-01 1190 9,482E-01 2650 8,999E-01 4150 1,342E-01
300 | < 1,0E05 600 9,856E-01 900 9,542E-01 1200 9,484E-01 2700 8,375E-01 4200 1,099E-01
310 | < 1,0E-05 610 9,861E-01 910 9,536E-01 1250 9,496E-01 2750 4,700E-01 4250 8,523E-02
320 | < 1,000E-05 620 9,860E-01 920 9,529E-01 1300 9,515E-01 2800 3,608E-01 4300 6,292E-02
330 | < 1,000E-05 630 9,856E-01 930 9,523E-01 1350 9,537E-01 2850 3,563E-01 4350 4,250E-02
340 | < 1,000E-05 640 9,852E-01 940 9,517E-01 1400 9,545E-01 2900 3,638E-01 4400 2,287E-02
350 | < 1,000E-05 650 9,845E-01 950 9,512E-01 1450 9,595E-01 2950 3,642E-01 4450 1,006E-02
360 | < 1,000E-05 660 9,837E-01 960 9,506E-01 1500 9,637E-01 3000 3,540E-01 4500 4,333E-03
370 | < 1,000E-05 670 9,828E-01 970 9,501E-01 1550 9,672E-01 3050 3,325E-01 4550 1,581E-03
380 | < 1,000E-05 680 9,818E-01 980 9,497E-01 1600 9,701E-01 3100 3,076E-01 4600 5,943E-04
390 | < 1,000E-05 690 9,807E-01 990 9,492E-01 1650 9,721E-01 3150 2,820E-01 4650 2,254E-04
400 | < 1,000E-05 700 9,796E-01 1000 9,488E-01 1700 9,725E-01 3200 2,556E-01 4700 1,028E-04
410 | < 1,000E-05 710 9,784E-01 1010 9,484E-01 1750 9,716E-01 3250 2,313E-01 4750 4,932E-05
420 | < 1,000E-05 720 9,771E-01 1020 9,482E-01 1800 9,700E-01 3300 2,090E-01 4800 2,377E-05
430 | < 1,000E-05 730 9,758E-01 1030 9,479E-01 1850 9,681E-01 3350 1,900E-01 4850 1,109E-05
440 | < 1,000E-05 740 9,743E-01 1040 9,477E-01 1900 9,658E-01 3400 1,744E-01 4900 | < 1,000E-05
450 | < 1,000E-05 750 9,728E-01 1050 9,476E-01 1950 9,634E-01 3450 1,637E-01 4950 | < 1,000E-05
460 | < 1,000E-05 760 9,713E-01 1060 9,475E-01 2000 9,610E-01 3500 1,583E-01 5000 | < 1,000E-05
470 | < 1,000E-05 770 9,697E-01 1070 9,474E-01 2050 9,584E-01 3550 1,556E-01 5050 | < 1,000E-05
480 | < 1,000E-05 780 9,681E-01 1080 9,474E-01 2100 9,556E-01 3600 1,548E-01 5100 | < 1,000E-05
490 | < 1,000E-05 790 9,665E-01 1090 9,474E-01 2150 9,515E-01 3650 1,570E-01 5150 | < 1,000E-05
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ANEXO 10

Fichas Técnicas Luz Led 365nm, Filtro Optico RG610
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(Espaiol) GEM8/GEM10/GEMS8UV/
GEM10UV Manual de usuario

e
Caracteristicas
+ Linterna profesional para identificacion de gemas
» GEME&: CREE ¥P-L HI W3 LED emite una potencia maxima de 500 [dmenes
GEM10: CREE XP-L HI W3 LED emite una potencia maxima de 800 limenes,
GEMBUV: Luz UV potencia de 3000mW, longitud de onda de 365nm
GEM10UV: Luz UV potencia de 3000mWw, longitud dz onda de 365nm
» El interruptor rotatorio permite un ajuste variable de intensidad
» GEMBE/GEMBUV: El LED esta unido directamente al lente para asegurar que no haya pérdida de luz
(Patente No.: 71 201620486311.8)
» GEM10/GEM10UV: Tecnologia de recubrimiento de cristal combinado con "Tecnologia Optica de
Precision Digital” para un rendimiento sin paralelos del reflector
s GEME/GEMBUV: Patente de disefio numero: ZL20183001830.7
GEM10/GEMLOUV: Patente de disefio nimero: ZL201830018136.4
+ Circuito de corriente constante de alta eficiencia, provee una salida del haz sin variaciones con
duracién maxima de 500 horas
Mddulo Avanzado de Regulacion de Temperatura
Escala de medicion integrada
Cristal mineral endurecido con recubrimiento anti reflejante
Construida con aleacion de aluminio de grado aeronautico y anodizacion de grado militar HAIII
Resistente al agua de acuerdo con IPXE (sumergible 2 metros)
1m resistente a impactos
Capacidad para sostenerse sobre el extremo trasero

Dimensiones

GEMS GEMBUV

Diametro de la cabeza: 0,357 (9mm) Didmetro de la cabera:  0.35” (9mm)
Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm) Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm)
Largo: 5.47" (139mm) Largo: 5.47" (139mm})
Peso: 2.040z (57.7g) Peso: 2.040z (57.7g)
GEM10 GEM10UV

Didmetro de la cabeza:  0.63" (16mm) Didmetro de la cabeza:  0.63" (16mm)
Diametro del tubo: 0.85" (21.5mm) Diadmetro del tubo: 0.85" (21.5mm)
Largo: 5.31" (135mm ) Largo: 5.31% (135mm )
Peso: 2.350z (66.5g) Peso: 2.350z (B6.5g)
Accesorios

2% O-rings de repuesto, corea, funda

Opciones de bateria

TAMARO | Voltaje neminal Compatible
Bateria Li-ion 18650 recargable 18650 3EV[3TV 5 (Recomendado)
Bateria primaria de litio CR123 v S (Recomendado)
Batenia Li-ion recargable RCR123 3.6V[3.7V s
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GEMBUV

Intensidad 3000mW SmwW
Duracidn *4h15min 500h
Resistente a impactos im
Resistente al agua IPX8, 2m sumergible

- -
Instrucciones de operacion
Instalacion de baterias

La instalacion de baterias es la misma para todos los modelos

de la serie GEM. Inserte la bateria por la parte trasera como se

muestra en la imagen. (El modelo mostrado en la imagen es la

GEME).

NOTA:

1. Assqgurese que las baterias estan insertadas correctamante.
La luz no encenderd si las baterias estan insertadas de
manera incorreca.

2. Evite apuntar el haz directamente a los ojos.

3. Cuando guarde la linterna en una mochila o se deje en
desuso por largos periodos de tiempo, por faver remueva
todas las baterias para prevenir activacion accidental y
fugas en las baterias.

On/Off

Encendido: gire el interruptor trasero en sentido de las manedillas del reloj como se muestra en la
imagen hasta escuchar un "clic”.

Apagade: gire el intermuptor trasero en sentide contrario a las manecillas del reloj como se muestra en
la imagen hasta escuchar un "clic”

Ajuste del nivel de intensidad

GEM8/GEM10

El nivel de intensidad de ultra bajo a turbo es infinitamente variable,

Cuando la luz esta encendida, gire el interruptor en sentido de las manecillas del reloj como se muestra
en la imagen, y €l nivel de intensidad aumentara de 1 lumen hasta 500/800 lamenes. La intensidad es
ajustada en reversa rotando el interruptor en sentido contrario a las manecillas del reloj.

GEMBUV /GEM10UV

Los niveles de intensidad de UV (ultra bajo) a UV (Turbo) son infinitamente variables.

Cuando la luz esta encendida, gire el interruptor en sentido de las manecillas dal reloj como se muestra
en la imagen, y &l nivel de intensidad cambiara de 5mW a 3000mW. La intensidad es ajustada en
reversa rotando el interruptor en sentido contrario a las manecillas del reloj

ATR (Regulacion Avanzada de Temperatura)
Con madulo de Regulacidn Avanzada de Temperatura, las linternas regulan su potencia y se adapta al
medio ambiente, manteniendo asi un rendimiento dptimo

Cambio de baterias

Las baterias deben ser recargadas o reemplazadas si ocurre cualguiera de las siguientes situaciones: La
intensidad del haz es tenue o la linterna no responde

Mantenimiento

Cada & meses se deberan limpiar las juntas con un pafio limpio, sequido a esto, debe aplicarse una fina
capa de lubricante a base de silicon.
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Data Sheet
RG610

SCHOTT

Optical properties

Mechanical properties

Colormetric properties

Reflection factor Reference thickness 1 mm 2 mm 3 mm
Py = 0,920 d = 3,00mm o X 0,629 0,684 0,693
Spectral values guaranteed (d =3 mm) Density 8 y 0,330 0,315 0,307
he (1, =0,5) = 610 nm £ 6 hm p = 2,65gcm® E Y 17,4 11,9 9,9
A (ty = 1E-05) = 530 nm Knoop hardness E Mg 611nm 617 nm 621 nm
Ao (tL=094) = 690 nm HKp1ng = 448 = P, 0886 0,996 1,000
X 0,663 0,690 0,697
Thermal properties ; y 0,328 0,310 0,303
Transformation temperature _E 26,5 19,7 16,8
Tg = 520°C E A 614 nm 619 nm 623 nm
Thermal expansion in 105K B Pe 0,939 0,998 0,999
Refractive indices O (300 /700y = 8,0
ng (5876 nmy = 1,51 O (aoocszomy = 9,2 Notes
n. (852 nm) = 1,51
n; (1014 nm) = 1,50 Temperature coefficient
Tk = 0,14 nm/K

Sellmeier coefficients

Stricking glass

valid from 580 nm to 2330 nm

Chemical properties

Longpass filter

B, = 1,2549 Chemical resistance
B, = 0,0002 FR class
B = 0,7981 SRclass = 1 DIN 58131
Cy = 9,761E-03 pm? ARclass = 1
C, = 2,8886E-01 pm? Resistance against humidity
Cy = 98,991 pm? Resistant glass Disclaimer
Internal quality see pocket catalogue "Optical Filter All data without tolerances are to be understood
Bubble class 3 Glass 2020", chapter 5.5 to be reference values.
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Internal transmittance ti at reference thickness
The internal transmittance values, tabulated and graphically represented, are reference values only
A fnm o A inm T 2 fnm T A im T A fnm T A fnm i
200 | < 1,0E-05 500 | < 1,000E-05 800 9,724E-01 1100 9,632E-01 2200 9,550E-01 3700 2,302E-01
210 | « 1,0E-05 510 | < 1,000E-05 810 9,713E-01 1110 9,633E-01 2250 9,519E-01 3750 2,411E-01
220 | < 1,0E-05 520 | < 1,000E-05 820 9,702E-01 1120 9,635E-01 2300 9,550E-01 3800 2,527E-01
230 | < 10E05 530 | < 1,000E-05 830 9,692E-01 1130 9,636E-01 2350 9,554E-01 3850 2,631E-01
240 | < 1,0E-05 540 | < 1,000E-05 840 9,684E-01 1140 9,637E-01 2400 9,532E-01 3900 2,708E-01
250 | < 1,0E-05 550 | < 1,000E-05 850 9,677E-01 1150 9,639E-01 2450 9,496E-01 3950 2,756E-01
260 | < 1,0E-05 560 | < 1,000E-05 860 9,671E-01 1160 9,641E-01 2500 9,454E-01 4000 2,742E-01
270 | < 1,0E-05 570 2,118E-05 870 9,667E-01 1170 9,644E-01 2550 9,405E-01 4050 2,614E-01
280 | « 1,0E-05 580 1,470E-03 880 9,663E-01 1180 9,646E-01 2600 9,339E-01 4100 2,362E-01
290 | < 1,0E-05 590 3,112E-02 890 9,659E-01 1190 9,649E-01 2650 9,232E-01 4150 2,080E-01
300 | < 1,0E05 600 2,019E-01 900 9,656E-01 1200 9,652E-01 2700 8,746E-01 4200 1,793E-01
310 | < 1,0E-05 610 5,164E-01 910 9,653E-01 1250 9,666E-01 2750 5,165E-01 4250 1,482E-01
320 | < 1,000E-05 620 7,703E-01 920 9,649E-01 1300 9,685E-01 2800 3,748E-01 4300 1,123E-01
330 | < 1,000E-05 630 8,948E-01 930 9,646E-01 1350 9,708E-01 2850 3,606E-01 4350 7,840E-02
340 | < 1,000E-05 640 9,454E-01 940 9,643E-01 1400 9,715E-01 2900 3,684E-01 4400 4,815E-02
350 | < 1,000E-05 650 9,655E-01 950 9,640E-01 1450 9,753E-01 2950 3,671E-01 4450 2,387E-02
360 | < 1,000E-05 660 9,746E-01 960 9,638E-01 1500 9,783E-01 3000 3,529E-01 4500 1,073E-02
370 | < 1,000E-05 670 9,785E-01 970 9,635E-01 1550 9,804E-01 3050 3,291E-01 4550 4,530E-03
380 | < 1,000E-05 680 9,806E-01 980 9,633E-01 1600 9,821E-01 3100 3,018E-01 4600 1,680E-03
390 | < 1,000E-05 690 9,815E-01 990 9,631E-01 1650 9,829E-01 3150 2,753E-01 4650 5,741E-04
400 | < 1,000E-05 700 9,817E-01 1000 9,630E-01 1700 9,824E-01 3200 2,529E-01 4700 2,512E-04
410 | < 1,000E-05 710 9,817E-01 1010 9,629E-01 1750 9,812E-01 3250 2,334E-01 4750 1,279E-04
420 | < 1,000E-05 720 9,812E-01 1020 9,628E-01 1800 9,799E-01 3300 2,183E-01 4800 6,668E-05
430 | < 1,000E-05 730 9,802E-01 1030 9,628E-01 1850 9,783E-01 3350 2,060E-01 4850 3,420E-05
440 | < 1,000E-05 740 9,791E-01 1040 9,628E-01 1900 9,768E-01 3400 1,965E-01 4900 1,687E-05
450 | < 1,000E-05 750 9,782E-01 1050 9,628E-01 1950 9,757E-01 3450 1,917E-01 4950 | < 1,000E-05
460 | < 1,000E-05 760 9,771E-01 1060 9,629E-01 2000 9,746E-01 3500 1,933E-01 5000 | < 1,000E-05
470 | < 1,000E-05 770 9,761E-01 1070 9,630E-01 2050 9,733E-01 3550 1,999E-01 5050 | < 1,000E-05
480 | < 1,000E-05 780 9,748E-01 1080 9,630E-01 2100 9,719E-01 3600 2,098E-01 5100 | < 1,000E-05
490 | < 1,000E-05 790 9,736E-01 1090 9,631E-01 2150 9,688E-01 3650 2,201E-01 5150 | < 1,000E-05
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ANEXO 11

Texto completo de la revisiéon susceptible de publicaciéon.Segmentation of
acne vulgaris images algorithms.
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Title: Segmentation of acne vulgaris images techniques: a comparative study.
ABSTRACT

Background: Acne vulgaris is the most common dermatological pathology worldwide. The
currently used methodologies for the evaluation and monitoring of acne have been analysed
in several studies, having important limitations that can be addressed using image processing
methods, concretely by performing segmentation on different acne vulgaris image modalities.
These techniques reduce the costs of treatment and acne severity grading, since they improve
objectivity and are less time-consuming. That is why from a decade ago several studies which
propose segmentation methodologies on acne patients images have been published. The aim
of this work is to analyse the segmentation methods developed for acne vulgaris images until
now, including an analysis of the processing techniques and image modalities used, as well
as the results.

Results: Following PRISMA statement and PICO model, 29 studies were included in the
systematic review and they could be divided into two groups: those methods based on
classical image processing techniques, such as contrast adjustment and conversion of RGB
images to other colour spaces, and the ones based on machine learning algorithms.

Conclusions: Currently there is no preference between one group of segmentation methods
or the other. Moreover, the lack of uniformity in the evaluation of results for each study
makes the comparison of methods difficult. The preferred image modality for segmentation
is conventional photography, which shows a research gap in the application of segmentation
algorithms to other acne vulgaris image modalities that could be useful, such as fluorescence
imaging.

Keywords: Bioinformatics, Acne, Image segmentation, Image Processing, Dermatology.
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1. Introduction

Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units. A pilosebaceous
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main
affected regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on
skin (open and closed comedones, and pustules and papules, respectively), and scars
(Williams et al., 2012). It is the most common dermatological pathology worldwide
(Zouboulis, 2014). 85% of adolescents suffer from acne (Ramli et al., 2012).

In order to monitor and treat acne propetly, a precise and reliable method to establish
the severity of the pathology is needed (Becker et al., 2017) There is a wide range of
systems for acne grading, which shows a lack of a global standard. Nonetheless, all these
methods can be classified into two big groups: methodologies based on manual lesion
counting by a dermatologist and those based on the comparison of the patient’s skin with
a model photography (Ramli et al., 2012; Becker et al., 2017).

Beyond the above-mentioned classical methodologies for the evaluation and
monitoring of acne vulgaris, new computer-based techniques
—sometimes applied to new image modalities, such as fluorescence images or polarized
light photography— have appeared to solve current limitations. These limitations include
time spent and human errors and lead to an increase of economic costs. One of the most
common techniques used to solve these problems is image segmentation. To the best of
the authors’ knowledge, the present work is the first systematic review on the existing

segmentation methods for acne vulgaris images.

2. Methods
To conduct a systematic review on acne images segmentation methods, an adapted
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Metanalyses) statement
was used. This standard is commonly used for reviews on clinical trials. The analysis
includes all studies published until September 2022 and explores four databases: Scopus

(https:/ /www.scopus.com/home.uti), PubMed Central
(https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/), Web of Science
(https:/ /www.recursoscientificos.fecyt.es/) and Google Scholar

(https://scholar.google.es/). PICO (Population, Intervention, Comparison and
Outcome) model was used as showed in Table 1. Search terms were "acne images
segmentation”. Due to the large number of results obtained with Google Scholar, only
relevant publications —those that were cited at least once— were considered. This was
proven to be a valid criterion, because for the search terms employed only the first results
pages included papers related to the topic of interest.

(Table 1. Searching strategy according to PICO model.)

Population Humans

Intervention Segmentation of face images of acne
vulgaris patients
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Comparison Manual segmentation

Outcome Diverse results

All the studies describing a segmentation method for acne vulgaris images —applied to
any image modality— were included. The references of these studies were also analysed
following PICO model to prevent some relevant paper to be excluded. No exclusion

criteria related to publication date were applied. The exclusion criteria were the following:

1) All the implemented methodologies which use amplified images, showing only one
lesion per image, for example dermatoscopy.

2) Studies not published in English.

3) Those publications which are neither open access nor available to Polytechnic
University of Valencia members.

4) Studies which are the continuation of a previous one, on which the segmentation
methodology is yet described. For instance, publications about acne lesions
classification after images segmentation, when the segmentation method applied has

been presented in a previous study and has not suffered substantial changes.

3. Results
Most of the publications were excluded because they were out of topic —no segmentation
methods described or segmentation of images of other pathologies—. The number of
excluded publications can be explained by the search terms used, which were broad to
prevent relevant studies to be excluded. The screening was manually performed by

reading the articles’ title and abstract. Only six of the found publications were not included

following the exclusion criterion number three.
A total of 27 studies were finally included in the systematic review.

In general, the analysed studies can be divided into two groups: those segmentation
methods based on classical image processing techniques (Ramli and AFM, 2012;
Chantharaphaichi et al., 2015; Malik et al., 2014; Humayun et al., 2012; Chen et al., 2012;
Min et al., 2013; Liu and Zerubia, 2013; Kittigul and Uyyanonvara, 2016; Budhi et al.,
2017; Maroni et al., 2017; Khongsuwan et al., 2012; Son et al., 2008; Abu Zaki et al,,
2019; Wu et al.,, 2021) and the ones based on machine learning algorithms (Fujii et al.,
2008; Ramli et al., 2011; Malik et al., 2014; Khan et al., 2015; Madan et al., 2011; Arifin
et al., 2012; Chang and Liao, 2013; Zhao et al., 2019; Junayed et al., 2019; Lim et al.,
2020; Yadav et al., 2022; Wang et al., 2021; Hasanah et al., 2022). The first ones consist
of a series of steps or operations such as contrast adjustment, colour space conversion,
thresholding that need to be subsequently applied to the image to segment it.

There is also a couple of studies (Alamadari et al., 2016; Yadav et al., 2022) that
develops three different segmentation methodologies, two of which are based on classical
image processing techniques, and the other one uses machine learning algorithms. Some
of the publications included in the systematic review not only perform segmentation, but

also lesion classification with machine learning techniques. In addition, there are studies
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in which the limit between lesion segmentation and classification is not clearly defined.
In those cases, both techniques are mentioned, because classification is also relevant.
Except for these studies, in the present work the methods are grouped according

exclusively to the segmentation technique.

3.1 Segmentation methods based on classical image processing techniques

It is common for most of the segmentation methods based on classical image processing
to convert original RGB colour space into another one, usually CIELAB or YCbCr. In
(Chantharaphaichi et al., 2015) worked with standard photographs that were converted
into grey images (since they were easier to process). To obtain the region of interest
(ROI), the authors subtracted the V component of HSV model (obtained from RGB
original image) to the normalized grey image. The resulting image enhances the contrast
between healthy skin and acne lesions. Afterwards thresholding with an experimentally
obtained threshold value was performed. Later the authors introduced the use of a Bayes
classifier to reduce the errors by training this classifier to distinguish between lesions and
noise (Chantharaphaichit et al., 2015).

HSV color space is also used by (Kittigul & Uyyanonvara, 2016) , who developed a
Windows application which detects acne lesions on conventional photographs. To
achieve that, the first step is the conversion of the input image to gray scale, in order to
detect the subject’s face and eliminate the image background. Once the ROl is obtained,
the application generates a heat map in HSV color space using G component of the
original RGB image. G —green— channel is chosen because the authors sustain that,
with this component, the contrast between acne lesions and healthy skin is maximized.
Then an adaptive thresholding on the G component is performed to demarcate lesions
using blob detection. Determining the proper threshold value is crucial, since it
influences the segmentation results. Hence, it is clear that HSV space is used to create a

heat map which shows acne lesions, but it is not necessary to perform the segmentation.

Other author work in (Ramli et al, 2011) with CIELLAB color space. The authors support
that this is the most convenient color space to analyse color distribution on the skin.
Therefore the first step of their segmentation method is conversion of conventional RGB
photographs to CIELAB. Then Otsu’s method is applied to the image to classify pixels into
three groups: normal skin, acne lesions and scars. Another study (Maroni et al., 2017)
implements a method based on the generation of a heat map on which —after failing to
apply global thresholding— adaptive thresholding is applied to distinguish acne and
healthy skin. The heat map is created using a* component of CIELAB space —this
component emphasizes red areas, enhancing the visualization of inflamed areas above
healthy skin. The algorithm offers the possibility to manually choose the threshold value,
because adaptive thresholding did not work in every image. Finally blob detection is
performed using the Laplacian of a Gaussian filter. The authors affirm that the algorithm

localizes and counts the lesions. However, these results are neither shown in the publication
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nor quantified.

In the study developed in (Malik et al., 2014) opt to increase dynamic range on YCbCr
images in order to augment contrast and enhance lesions visualization. This is done by
modifying luminance component Y.Segmentation is performed on RGB modality, so that
the sequence is: RGB to YCbCr, contrast adjustment, processed YCbCr to RGB. Mapping
of RGB image pixels to visible spectrum is proposed, as a way of visualizing little color
changes —spectrum 380-720 nm range is obtained with a band separation of 1 nm. This
is the only study which suggests RGB to visible spectrum mapping. Finally, a classification
of pixels is done: red, purple and brown lesions, and heal- thy tissue or specular reflection.
Classification is based on Mahalanobis distance: each pixel is assigned to the nearest class
(based on spectrum wavelength). This could be considered machine learning, but this
study has been included in the classical methods group because the final objective is to
obtain a binary mask to demark acne lesions using thresholding. Moreover, no machine
learning algorithm has been applied.

YCbCr model is also utilized in the segmentation methodology implemented in (Chen
et al., 2012) where a hardware image capture system for Smartphone and an Android
application are developed. This application detects and classifies several dermatological
conditions: spots, wrinkles and acne. To identify acne, a thresholding using Cb values —
which was observed by the authors to be high for acne lesions— is performed. Acne points
pro- portion in ROI is calculated. It should be noted that the system can acquire
fluorescence images, but they are not used in segmentation.

There are some studies that do not use any color space conversion on segmentation of
acne vulgaris images. In 2012, (Humayun et al., 2012) use template matching on acne
vulgaris images for the first time. This technique consists in overlapping a template and an
image region and calculating their correlation using different statistical parameters —in
this case chi-squared test was calculated—, so that it is possible to locate acne lesions by
scanning the image with the template. Template is generated by training an algorithm using
acne images —it is an average image. In addition, in (Min et al,, 2013) develop a
segmentation method with the aim of counting acne points automatically. They only use
RGB channels of the image. The first step of the algorithm is the estimation of the relation
between the image pixels and the real length (in mm) they represent. Then lesions

identification can be performed:

- Detection of papules and nodules is performed by filtering and binarizing B-R and G-
R components of the original images. Resulting objects are classified into papules or

nodules according to the length of their main axis.

- Closed comedones are an elevation on the skin surface and this results in illumination
changes on the images. Hence, templates based on illumination changes are created
to detect them. Correlation between these templates and B component of the images
is analysed. Finally an artificial neural network (ANN) is used to determine which of
the points of the binarized image are true closed comedones.

- Open comedones are detected using B-R and G-R components and a seties of

operations: contrast increase, image complement, hair elimination, image opening —
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to eliminate artifacts—, contrast adjustment, smoothing, binarization, pruning and
cropping. An ANN is used as in the previous case.

Liu in (Liu & Zerubia, 2013) propose a segmentation method for conventional
photography based on an iterative algorithm that minimizes an energy function. Itis color
based segmentation. Morphology of the objects is analysed in order to eliminate non acne
formic points. By means of normalized maps of the distribution of skin chromophores,

lesions can be classified into inflammation and hyperpigmentation.

There are two segmentation methodologies implemented for fluorescence imagens. In
2008, (Son et al., 2018) used a Wood’s lamp in order to obtain fluorescence images and
propose a color based segmentation method.

A later study (Khongsuwan et al., 2012) uses fluorescence images to perform automatic
acne lesion counting. Images are acquired using VISIA-CR commercial system. Images
are converted to grayscale and an increase of contrast by histogram equalization is
conducted. Then an extended maxima transform is applied. The authors evaluate the

ability of the algorithm to count the lesions, but not the previous image processing.

In (Abu Zaki et al., 2019) they capture images of a small region of skin with a phone LED
microscope. The images captured are color images. First, they detect the disease lesions
using color image processing techniques and a color gradient segmentation. In a second
step they apply morphological operators for extract the blackheads shape. They conclude
that the subjectivity associated with the color umbral provide a poor final result.
Another study (Wu et al.,, 2021) uses fluorescence image for counting the number of
infected points. The images acquired in RGB space are converted to HSV space and an
color thereshold is applied.

Table 2 summarizes all the segmentation methods based on classical image processing

techniques

3.2 Segmentation methods based on machine learning algorithms

K-means is the most common machine learning algorithm used to segment acne vulgaris
images. In (Ramli et al., 20119 opt for this algorithm with k=3.

The methodology proposed by Khan in (Khan et al., 2015) is based on fuzzy c-means
(FCM) segmentation on several color spaces and the intelligent selection of the desired
cluster by using a function. Results showed that the optimal number of clusters is three
and the best segmentations results are obtained with 13 and QQ components. These results
are similar for both channels, because the way they are calculated from RGB space is
similar.
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The features that can be extracted when implementing machine learning algorithms are
diverse. Usually, information is obtained from the images, but there are as well studies
that analyze the convenience of using other types of features. In (Madan et al., 2011) use
cross-polarized light images to monitor acne lesions considering both spatial and temporal
features (the latest ones are their main contribution). To distinguish acne lesions from
healthy skin, a logistic regression classifier is used. (Arifin et al., 2012) develop a system
which detects different dermatological pathologies and acne is one of them. They use not
only visual information —from conventional images—, but also data from the medical
record, among other things. The preprocessing and ROI detection phase separates healthy
skin from affected skin. This is done by processing the color gradient of the image and
performing thresholding and k-means. Finally, an ANN is used to classify the lesions.

Chang (Chang & Liao, 2013) propose a segmentation method to detect both acne
points and spots. To detect acne lesions, they use Cr channel from YCbCr color space.
Histogram thresholding is performed to detect potential skin defects on images. These
defects are classified into acne, spots, or healthy skin by texture feature extraction and
SVM classification.

As previously mentioned, researchers published a study (Alamdari et al., 2016) which
describes three different methodologies for segmentation of acne vulgaris images. The first
one is based on Color-based segmentation using K-means clustering code of MathWorks
(The MathWorks, 2019). They convert RGB image to CIELAB color space and perform
clustering twice. The first execution of k-means has to be k = 2. A second k-means is
executed on the resulting image, but with k = 3. This is done to reduce error of the first
segmentation, since second clustering divides pixels in healthy skin, acne points and
healthy skin that was wrongly assigned to acne cluster in the first segmentation.

The second methodology of (Alamdari et al., 2016) is based on texture analysis: the
authors affirm that dynamic range of acne pixels is larger than the one of normal skin
pixels. They do not provide more information about this method. The last method is their
own version of Color blob utility with automatic thresholding and tolerance calculations
from Mathworks (Inc, 2019). They use HSV color space to perform color-based
segmentation. The authors affirm that the segmentation method which provided best
results was the one based on k-means clustering. The results for the other methodologies
are not provided. It should be noted that Alamdari tried to use watershed segmentation
and multi thresholding, but the results were not satisfactory.

In (Zhao et al., 2019), in collaboration with Microsoft they develop a Convultional
Neural Networks algorithm for classify the lesions that appears in selfie images into 5
classes. They used 4700 images but finally they only obtained a classification in with or
without acne skin.

Following the same line than the above study, in (Lim et al., 2020) they used a total of
472 color photographs for applying deep learning techniques and demonstrating the
potential for automated clinical image analysis and grading.

Yadav in (Yadav et al., 2022) developed a study comparing three segmentantion
techniques: k-means, Texture Analysis and HSV Model-based Segmentation. After the
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segmentation algorithms they used Convultional Neural Networks for classify the lesions.
The proposed methodology achieved a 97.5% of accuracy.

In a very recent study, (Hasanah et al,, 2022) used Extreme Learning Machine
Algorithm for the identification of Acne Vulgaris type using conventional photographs.

They have processed 100 images and obtained an accuracy around 80%.

Table 3 summarizes all the segmentation methods based on machine learning

algorithms.

4. Discussion

The present systematic review aimed to analyze the existing segmentation methods for
acne vulgaris images so far, with special emphasis on image modalities used and the
validation of results. Although there are four studies (Khongsuwan et al., 2012; Son et al.,
2008; Fuji et al., 2008; Madan et al., 2011) which perform segmentation on other image
modalities, there is a clearly preferred one: conventional RGB photography. This is used
in 80% of included studies. The acquisition of conventional photography is easier than
the acquisition of the other image modalities used —polarized light photography,
multispectral images and fluorescence imaging. However, this shows a research gap
on segmentation for other modalities since they could provide relevant information or
make segmentation easier. For instance, polarized light photography contributes to
properly distinguish between inflammatory and non-inflammatory lesions (Becker et al.,
2017) The properties of polarized light photography and its advantages have been
shown in several studies (Rizova and Kligman, 2001; Phillips et al., 1997) and could ease
the segmentation process. With only three spectral bands, RGB cameras have a poor
precision in the reproduction of color, hence detection and distinction of each type of
acne lesion is difficult, because they present subtle differences in their spectral attributes.
Therefore multispectral image is a good option to perform segmentation for this
pathology (Fuji et al., 2008). Fluorescence photography shows clearly the location of
acne lesions, and hence can be used to implement simple and robust color-based
segmentation algorithms. The utility of fluorescence images in the evaluation of acne was
proven in (Lucchina et al., 1996) There is a lack of uniformity in the evaluation of the
results for each study. In some cases this validation is not even provided (Budhi et al.,
2017; Maroni et al., 2017; Son et al., 2008; Fuji et al.; 2008). In (Liu & Zerubia, 2013)
and (Kittigul & Uyyanonvara, 2016) quantitative evaluation has not been performed yet.
The results of (Humayun et al., 2012) cannot be considered, since this technique is still
under development, it is not robust and presents considerable variability in sensitivity
and precision amongst the images. The majority of authors (Ramli et al., 2011;
Chantharaphaichit et al., 2015; Malik et al., 2014; Chen et al., 2012; Min et al., 2013;
Khongsuwan et al., 2012; Malik et al., 2014b; Khan et al., 2015; Arifin et al., 2012; Chang
and Liao, 2013; Alamdari et al., 2016; Wu et al., 2021; Junayed et al., 2019; Lim et al., 2020)

validate their results by calculating sensitivity, specificity, precision and accuracy.
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However, the validated aspects of each study differ from the rest because of the different
objectives of each work —segmentation itself can be the aim of the publication or one
of the necessary steps for achieving automatic lesion counting, for instance. Therefore,
there are studies which do not evaluate the segmentation results —the algorithm’s ability
to detect acne pixels. In (Malik, Ramli, & AFM, Digital assesment of facial acne vulgaris,
2014) evaluate thereby the system’s capability to estimate acne severity, whereas
(Khongsuwan et al., 2012) validate automatic acne lesion counting. Detailed information
about the evaluation of results for each study can be seen in Tables 2 and 3. This lack
of uniformity makes the comparison of segmentation methods difficult. In most cases
more information about the validation of the segmentation phase is needed. Moreover,
it can be noticed that currently there is no preference between segmentation methods
based on classical image processing techniques and those based on machine learning
algorithms, because research groups continue to work with both methodologies, as the

publication years of the studies show.

4.1 Summary of limitations

Tables 2 and 3 show the limitations for each analysed study. It should be noted that the
main limitation of the algorithms based on classical image processing techniques is the
need for human intervention. This lack of automatization makes the algorithms less
efficient than those based on machine learning techniques. However, as it has been
previously mentioned, it is not possible to affirm that there is a group of methodologies
that provides better results than the other one, due to a lack of uniformity in the validation
of these results.

5. Conclusions

There is a wide range of image processing techniques that have been applied to acne
vulgaris images in order to improve current evaluation and monitoring systems for this
pathology. Although their usefulness has been proven, there is still a big research gap and
a need for more information about the obtained results, so that the techniques can be

compared and improved.
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Table 1. Searching strategy according to PICO model.

Population Humans

Intervention Segmentation of face images of acne vulgaris patients
Comparison Manual segmentation

Outcome Diverse results

184




Table 2. Existing segmentation methods for acne vulgaris images that are based on classical image processing techniques.

Study Image modality Images Proposed method Ground truth | Samples for Relevant Outcomes
database the limitations
validation
The user must | Authors only
place the seed | report that results
Budi et al., 2017 Conventional Not indicated Region growing Not indicated Not manually. Each | are  satisfactory,
photography indicated | lesion needs a | without providing
different any data.
threshold value.
The difficulty | No  details  of
DermNet, of thresholding | segmentation
Maroni et al., 2017 Conventional DermQuest Heat map + thresholding Not indicated Not makes the | results are
photography and database indicated | manual provided.
from [30] selection of
threshold value
necessary in
some of the
images.
Method has | No limitations | Results not
Kittigul and Conventional Own images Adaptive thresholding Method has not | notbeen | indicated yet. evaluated yet.
Uyyanonvara, 2016 photography been validated | validated yet
yet
High Precision = 80%
Chantharaphaichit et probability  of | Sensitivity =
al., 2015 Conventional Not indicated Enhancement of ROI Manual lesion | Ten images | obtaining false | 86.37%
photography (normalized gray image — V counting were used in | positives Accuracy = 70%
component from HSV space) + the because of
thresholding validation | similarity with

the
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characteristics
of acne lesions.

Malik et al., 2014

Conventional

photography

Own images

Increase of dynamic range +
mapping of each pixel to a band
of the visible spectrum

Severity of acne
estimated by
experts

Number of
images not
indicated

The authors do
not indicate any
limitations.

Evaluation of the
method’s ability to
grade acne:
Specificity > 80%
Sensitivity > 60%
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Study Image modality Images Proposed method Ground truth | Samples for Relevant Outcomes
database the limitations
validation
Color-based segmentation using 50 images | No limitations | Quantitative
Liu and Zerubia, 2013 Conventional DermNet NZ an iterative method based on Human visual | were used in | indicated. analysis of results
photography energy minimization inspection the has  not  been
validation performed yet
Correlation
between  manual
and automatic
counting, for each
lesion type:
Pearson
Conventional Own images Processing techniques vary Manual lesion | Number of | No limitations | correlation
Min et al., 2013 photography depending on acne lesion type counting and images not | indicated. coefficient > 0.93
lesion type indicated (0.54 for open
classification comedos)
Detection of each
lesion type:
Sensitivity > 66%
Specificity > 74%
except for open
comedos (21%)
No limitations | Distinction
Conventional Own images Thresholding Skin inspection | 99 images | indicated. between acne and
Chen et al,, 2012 photography by experts were used in healthy skin:
the Accuracy =
validation 82.82%
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Humayun et al., 2012

Conventional

photography

Kuala
Lumpur
hospital
database

Template matching

Not indicated

Ten images
were used in

the
validation

Optimization

of filtering 1is
needed in order
to dectrease the
errors caused by

illumination
changes and
texture of
images.

Results are good,
but they cannot be
considered, since
the described
method is  still
under

development: it is
not tobust, there
are  considerable

variations in
sensitivity and
precision  among
the images.
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Study Image modality Images Proposed method Ground truth | Samples for Relevant Outcomes
database the limitations
validation
Automatic
counting:
Khongsuwan et al., Fluorescence Own images Histogram equalization + Manual lesion | Tenimages | No limitations | Accuracy =
2012 images extended maxima transform counting were used in | indicated. 83.75%
the Sensitivity =
validation 98.22%
Precision =
85.04%
185 images | No limitations | Sensitivity > 80%
Conventional Own images | Thresholding by Otsu’s method Segmentation | were used in | indicated. Specificity > 80%
Ramli et al., 2011 photography by experts the
validation
Readjustment | Results for the
of parameters | calibrated system
Son et al., 2008 Fluorescence Own images Thresholding + color-based Not indicated 29 images | of the color- | are not
images segmentation for the were used in | based quantitatively
calibrated the segmentation is | evaluated.
system validation | needed.
LED microscopy | Own Images Thresholding by color + Manual 15 images | No limitations | Do not provide
Abu Zaki et al., 2019 color images morphological operators counting indicated good results.
segmentation
Fluorescence Own Images Thresholding by color and Manual 3595 images | No limitations | Accuracy 71%
Wu et al., 2021 images contour detection counting indicated Sensitivity 72%

Precision 88%
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Table 3. Existing segmentation methods for acne vulgaris images that are based on machine learning algorithms.

Study Image modality Images Proposed Ground Samples for the | Relevant limitations Outcomes
database method truth validation
It is necessary to | Accuracy = 70%
develop a new concept
Conventional Own images Nested k-means Not 35 images were | of relative color, in
Alamdari et al,, photography indicated used in the order to  prevent
2016 validation differences in
segmentation  results
due to the differences
among individuals’ skin
tone.
With Q component:
Sensitivity =
89.67%  Specificity
Khan et al., 2015 Conventional Own images Fuzzy c-means Not 50 images were | No limitations | = 93.19%
photography indicated used in the indicated. Accuracy = 92.63%
validation With I3 component:
Sensitivity =
89.54%
Specificity =
91.62%
Accuracy = 91.05%
After
(Malik, Ramli, & Conventional Own images K-means + Segmentation | 50 images were | No limitations | postprocessing:
AFM, Digital photography SVM by experts used in the indicated. Sensitivity = 90%
assesment of validation Specificity = 97.2%
facial acne Accuracy = 93.6%
vulgaris, 2014)
Thresholding in 97 images were | No limitations | Accuracy = 99.40%
Chang and Liao, Conventional Own images + | YCbCr space + Not used in the indicated. Sensitivity =
2013 photography database from SVM indicated validation 30.91%
[37] Specificity =
99.42%
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Color gradient +

405 samples

No limitations

In acne detection:

Arifin et al., 2012 Conventional Own images thresholding + Not were used in the | indicated. Accuracy = 96.66%
photography k-means indicated validation
39 images were 89.2% of regions
Polarised light Own images Classifier based Not used in the Big precision needed in | correctly classified
Madan et al., photography on logistic indicated validation images registration.
2011 regression
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Study Image modality Images Proposed Ground Samples for the | Relevant limitations Outcomes
database method truth validation
(Ramli, AS, & Sensitivity > 81%,
AFM, Conventional Own images K-means Segmentation | Not indicated | No limitations | specificity > 81%
Identification of photography by experts indicated.
acne lesions,
scars and normal
skin for acne
vulgaris cases.,
2011)
Authors manifest the | Results are diverse
need of a more |and details are not
Fuji et al., 2008 complex classifier. | reported.
Multispectral Own images Linear Not Not indicated | Finding spectral
imaging discriminant indicated features that don not
function depend on  image
conditions is  also
needed.
Conventional Own images Convolutional 230 images 4000 images No limitations | Good results
Zhao et al., 2019 selfie images Neural selected by indicated distinguishing acne
Networks dermatologist and health skin
Color Images Own images Deep Residual | Auto trained 1800 images No limitations | 94% accuracy
Junayed et al., Neural validation indicated classifying 5 acne
2019 Networks model classes
Conventional Own images Convolutional | Classification 472 images No limitations | Three acne groups
Lim et al., 2020 Photographs Neural by experts indicated with a  Pearson
Networks correlation accuracy
67%
Yadav et al,, Conventional Own images | K-means + HSV Experts 120 images No limitations | K-means + CNN
2022 Photographs segmentation + Labelling indicated allow detect 70%
Texture Analysis lesions
+ CNN
classification
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Conventional Own images K-means N/A 100 images No limitations | 80% effectivity

Hasanah et al., Photographs segmentation + indicated classifying acne

2022 ELMA lesions in  three
classification categories.
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