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1.INTRODUCCION

El presente documento corresponde con el Trabajo de Fin de Grado de
la alumna Maria Moncho Santonja para la obtencion del titulo de Grado
en Ingenieria Geomatica y Topografia (ETSIGT) impartido en la
Universitat Politecnica de Valéncia (UPV) durante el periodo 2014-2018.

El desarrollo del presente proyecto se ha realizado en el Centro de
Investigacion en Tecnologias Gréficas (CITG) y viene respaldado por la
concesion de una beca de colaboracion del Ministerio de Educacion,
Cultura y Deporte en el curso académico 2017-2018.

La tutorizacién de todo el trabajo ha sido responsabilidad de D. Guillermo
Peris Fajarnés, director del CITG, junto con la colaboracion de D. Juan
José Vila Carbo, director del area de cirugia pediatrica del hospital
publico La Fe de Valencia.

La actividad clinica exige tener la capacidad de distinguir cuando y donde
hay una lesidén, area o célula patolégica con el fin de poder actuar. En
las cirugias, el reconocimiento de tejido patolégico suele hacerse
mediante la visidbn del cirujano, quien debe tomar las decisiones en

funcién de la informacién que dispone.

En el presente trabajo, se analizara el estado de la ciencia con relacion
a las posibilidades de mejorar esa capacidad de discriminacion mediante
la combinaciéon de técnicas de iluminacion y vision no invasivas. Esta
actividad se plantea ademas buscando una aplicabilidad real en lo
relacionado con la practicidad y el coste.

Bajo esta premisa, se ha definido el trabajo que se presenta.

En este sentido el analisis que se plasmara en el resumen del trabajo
se ha basado en:
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a) El estudio del comportamiento fisico-biologico de tejidos y células
del cuerpo humano.

b) En la revisibn del estado de la ciencia de las herramientas
multiespectrales que se pueden aplicar para la mejora del
reconocimiento de lesiones.

c) En la propuesta de un procedimiento que puede permitir, en teoria,
mejorar la capacidad de discriminacién de diferentes tejidos en
funcién de la absorcion y reflexidon de luz de forma particular.

Estos estudios precisamente apuntan hacia la posibilidad de desarrollar
sistemas de diagnostico de patologias en el cuerpo humano a través de
sistemas de obtencion y procesado de imagen multi e hiper- espectrales

no invasivos.

Precisamente la diferencia en la absorcion de luz de los tejidos es la
base para el aprovechamiento y su discriminacion.

Han sido varias los problemas que se plantean en la eficacia de algunas
técnicas, como el tiempo de procesado de los datos o la obtencion de
algunos errores en la clasificacion de los tejidos patoldgicos.

No obstante, la principal limitacion que se ha encontrado y que se
intentara resolver, ha sido el elevado coste que el instrumental
comercializado presenta, y como consecuencia de ello, el bajo
aprovechamiento de estas técnicas, aunque su eficacia venga avalada y
respaldada por numerosos estudios.

Del desarrollo del trabajo se espera poder definir una metodologia
experimental para la toma de datos propios y posterior tratamiento y
estudio de éstos.

Este TFG se propone como el inicio de una tarea investigadora que
pueda extenderse incluso al desarrollo de una tesis doctoral. Es por ello
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por lo que tras la defensa del proyecto se seguird desarrollando el
trabajo, intentando mejorar la calidad de los resultados obtenidos.

El objetivo dltimo es intentar incorporar unas herramientas

econdémicas y con una efectividad comparable a la de los costosos

instrumentales comercializados actualmente.
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1.1 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En el presente trabajo se define y se propone una técnica que combina
el procesado de imagen asociado a una iluminacién especifica como
herramienta de ayuda a la toma de decisiones en procesos quirlrgicos.
En concreto, el trabajo propone una serie de técnicas para reconocer
areas y células patologicas y no patolégicas de manera visual y aplicable

durante la intervencion.

En este sentido el trabajo expone ordenadamente un analisis mediante
el que se define en primer lugar la base del conocimiento, en segundo
lugar, las referencias directamente relacionadas con el trabajo y en ultimo
lugar una serie de propuestas especificas con el fin de trasladar y
formalizar dicho estudio en una herramienta y técnica aplicable

clinicamente en un futuro cercano.

Cuando una anomalia aparece en el cuerpo humano, la deteccion precoz
de ésta es un elemento clave para mejorar la eficiencia en el tratamiento
y evolucion de la enfermedad.

En muchos casos, cuando hablamos de patologias oncologicas, parte
del tratamiento es la reseccion y extirpacion de la masa de células
tumorales. Por ello la mejora en el proceso de reseccidon de la masa
patolégica, supone una reduccidon en la probabilidad de una posterior
reaparicion de la enfermedad.

En muchos casos, la presencia de las masas dafiinas se encuentra en
tejidos sensibles, en proximidades de oérganos vitales o incluso en el
interior de estos, como el cerebro, el es6fago, el utero, etc. En este tipo
de cirugias se intentara conservar la mayor parte del tejido sano

circundante a la masa a extirpar.

Es por ello por lo que la demarcacion precisa de la masa a extirpar
sera clave tanto para evitar dejar rastro de pequenas porciones de masa
andtmala (que provoquen recaidas en los pacientes), como para minimizar
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al maximo los dafios que la reseccidn de exceso de tejido no danado
pueda provocar.

Asi, las herramientas de ayuda en la vision quirargica, delimitacion de
margenes tumorales e identificacibn de posibles restos de éstos, se
encuentran en continuo desarrollo.

Por todo ello, el desarrollo de herramientas y técnicas que mejoren esta
capacidad de reconocimiento y discriminacion tiene un impacto potencial
relevante. El presente proyecto analiza el conocimiento que existe al
respecto y propone, a nivel de laboratorio (Que pueda ser trasladado a
un escenario quirargico) un procedimiento para mejorar la capacidad de
discriminacion visual. Si bien la utilidad inicial se va a centrar en el
campo de la medicina, se apuntardn nuevos sectores de aplicacion
durante el proyecto sobre los que se podra ampliar en un futuro nuevas
lineas de actuacion.

ESCUELA TI'ECI\’IICA SUPERIOR
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

El desarrollo y la mejora de las técnicas de visualizacion y discriminacion
de tejido en funcién de la absorcion de diferentes longitudes de onda, y
la adecuada seleccion de la longitud de onda de la respuesta de dichos
tejidos (huella espectral) forman la base para el desarrollo del proyecto.

Por ello, es necesario estructurar el proyecto en una serie de etapas o
apartados.

En primer lugar, estudiaremos el problema desde un punto de vista
general, siendo fundamental revisar como se comporta la luz y qué
ocurre cuando incide en un determinado tejido.

En segundo lugar, vamos a plantear y revisar cual es el estado de
conocimiento del ambito que se va a tratar en el presente estudio desde
dos perspectivas:

- La cientifica, en la que se realizar& una amplia revision de la
bibliografia.

- La técnica, en la que se revisara la existencia de dispositivos o
herramientas que, sobre una base similar contribuyen precisamente
a esta mejora en la percepcion visual del personal sanitario.

Realizadas estas dos actividades, estaremos en disposicion de proponer
qué técnicas tedricas seran las que potencialmente tendran una
aplicabilidad real, y, en consecuencia, van a definir futuros desarrollos.

Por tanto, para cubrir los aspectos cientificos, técnicos, y plantear a su
vez una futura linea de trabajo, el documento ha quedado organizado
en los siguientes apartados:

.’l '\ \ ,
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Introduccion.

2. Marco tedrico que analiza y describe las metodologias y técnicas

actuales empleadas para obtener un realce en la visibn del personal
sanitario. Es crucial saber como se comporta la luz, el funcionamiento
de los equipos de toma de datos y la reaccibn de las estructuras
bioldgicas tras una interaccion con un foco luminoso de caracteristicas
espectrales concretas.

Estudio de la evolucion de las técnicas y descripcion de la situacion
actual de la tecnologia existente.

Planteamiento de una técnica experimental. A partir de la informacién
recopilada se ha propuesto un experimental en laboratorio en el que se
demuestre que el registro de fluorescencia es un parametro util para la
clasificacion de estructuras que, vistas bajo luz natural por el ojo humano,
no son distinguibles.

Anadlisis de los datos obtenidos, que sirvan como base de desarrollo y
mejora de la técnica empleada hasta la obtencion de un prototipo
funcional y realmente util (futuros proyectos de investigacion).

Definicion de lineas de investigacion y trabajo futuras.

Probablemente la fase mas importante del presente proyecto sea el
estudio de la bibliografia publicada. Una buena comprension de la
materia de estudio, junto con una buena definicion del estado actual de
la tecnologia son dos factores claves para la planificacion y el éxito de
un proyecto.
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La fisica, la biologia, la estadistica y la informéatica son las disciplinas
basicas sobre las cuales se apoya el desarrollo del proyecto y que dan
soporte a los puntos planteados anteriormente.
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2 PRINCIPIOS FiSICOS Y FUNDAMENTO
TEORICOS

2.1 EL ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

“Se denomina espectro electromagnético a la distribucion energética del
conjunto de las ondas electromagnéticas. Referido a un objeto, se
denomina espectro electromagnético o simplemente espectro a Ila
radiacion electromagnética que emite (espectro de emision) o absorbe
(espectro de absorcion) una sustancia. Dicha radiacion sirve para
identificar la sustancia. Los espectros se pueden observar mediante
espectroscopios que, ademas de permitir ver el espectro, permiten
realizar medidas sobre el mismo, como son la longitud de onda, la
frecuencia y la intensidad de la radiacion.” (1)

El espectro electromagnético se extiende desde las menores longitudes
de onda de radiaciéon (como rayos gamma) hasta las longitudes de onda
mas elevadas (como las ondas radio).

Dentro del espectro, la gama de radiacion o luz visible para el ojo
humano se encuentra comprendida dentro del rango de 400nm-700nm.

Por bajo de estas longitudes de onda encontramos la radiacion
ultravioleta y por encima de éstas la radiacion infrarroja.

En la siguiente figura vienen detalladas las regiones principales que

encontramos en el espectro electromagnético:
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llustracion 1- El espectro electromagnético
FUENTE: (2)

Espectro continuo

Cuerpo negro
RaSN )
Espectro de emision
Gas caliente
O/A A

Gas frio Espectro de absorcién
o @ 'y | F

llustracion 2- El espectro continuo, de emision y de absorcion de los materiales
FUENTE: (3)

Los colores que observamos a simple vista responden a las longitudes
de onda que los objetos transmiten, no que absorben. El color que se
absorbe es el color complementario al que se esta transmitiendo.

Por tanto, para el estudio de la absorcibn de una sustancia, es
conveniente emplear la fuente de radiacion en la que el objeto de interés
absorbe la luz y estudiar la banda de la imagen que cubra una regidn
espectral proxima a la de la fuente de iluminacibn empleada.

En la siguiente tabla se detallan las longitudes de onda de los colores
complementarios:
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LONGITUD DE ONDA

(nm) COLOR QUE SE PERCIBE COLOR QUE ABSORBE

390-435 AMARILLO-VERDE VIOLETA
435-490 AMARILLO-VERDE AZUL
490-580 ROJO VERDE
580-595 AZUL AMARILLO
595-650 AZUL-VERDE NARANJA
650-780 VERDE-AZUL ROJO

Tabla 1-Colores complementarios y sus longitudes de onda aproximadas

2.2 FENOMENOS FiSICOS DERIVADOS DE LA INTERACCION

2.2.1

DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

Como consecuencia directa de la interaccion de las radiaciones
electromagnéticas con los objetos y materiales presentes en el espacio,
resultan una serie de fendmenos cuyo estudio revela informaciéon sobre
la composicion de éstos. Los principales, y cuyo estudio va a ayudar a
realzar la visidbn quirurgica, encontramos la fluorescencia, la absorcién y
la dispersion o scattering.

ABSORCION

“Cuando la Iluz blanca incide sobre un cuerpo éste absorbe fotal o
parcialmente una parte del espectro y refleja o transmite (segun sea
opaco o transparente) una determinada gama de longitudes de onda,
que constituyen su color. Es entonces cuando la energia luminosa puede
convertirse en otro tipo de energias como el calor o la electricidad, o
producir una reaccion quimica como la que ocurre en la fotografia
analogica y los soportes fotosensibles.” (4)
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llustracion 3- Fenomeno de absorcion de luz
FUENTE: (5)

La absorcion viene determinada principalmente por los atomos vy
moléculas que conforman el tejido, no por la forma o estructura que
éstos tienen. El principal absorbente de todo tejido organico es el agua,
que a su vez suele ser el componente que encontramos en mayor
concentracion.

Cuando se pretende emplear la absorcibn como fendmeno de
caracterizacion de alguna superficie, en primer lugar, se tiene que definir
la ventana terapéutica de trabajo. La ventana terapéutica es pues el
rango del espectro electromagnético en el cual una superficie presenta
unas caracteristicas que la hacen distinguible de otras superficies.

La sangre, por ejemplo, presenta unas caracteristicas espectrales muy
marcadas en el rango verde del espectro y por tanto el rango del verde
seria la ventana terapéutica de la sangre.
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llustracion 4-Espectros de absorcion de los principales compuestos biologicos y definicion de la
ventana terapéutica.
FUENTE: (6)

La absorcién de la sangre viene causada por la hemoglobina que ésta
contiene. Cuando nos encontramos ante una patologia oncolbgica, se
observa que el contenido en sangre aumenta (aumento de |la
vascularizacidbn-metabolismo).

Pero, y aunque la concentracidbn de sangre en una zona de tejido sea
un muy buen identificador de presencia tumoral, como ésta absorbe una
gran cantidad de luz, el espectro del resto de componentes se ve
fuertemente truncado.

La presencia de sangre en muchas ocasiones es pues un gran
impedimento que se encuentra en las técnicas Opticas de analisis e
identificacion de tejidos in vivo. (6)
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FLUORESCENCIA

Es la propiedad que tienen algunas sustancias de emitir energia con
una longitud de onda distinta a la que ha incidido sobre ellas.

La fuente de luz con la que se suele iluminar la muestra para conseguir
este efecto es una luz fluorescente (energia) que suele tener longitudes
de onda del rango inferior a la de la luz visible.

El proceso de fluorescencia vendra pues dado por una excitacion
molecular de los componentes de los tejidos, una pérdida o ganancia
de energia como resultado de la interaccidon y una emisién de energia
de longitud de onda distinta al incidente.

La longitud de onda que emiten las sustancias iluminadas con una luz
fluorescente (luz de excitacion) suelen remitir su energia en longitudes

de onda de entre 400 y 700 nm, es decir, luz visible.

Para aprovechar este fenbmeno, se suele iluminar el tejido con una
fuente cuya longitud de onda venga ubicada en la zona del espectro

electromagnético correspondiente al azul o al infrarrojo cercano.

Esta zona del espectro provoca una excitacion de los fluoréforos-
cromoforos, los cuales emitirdn la energia en una longitud de onda
distinta a la de incidencia, mostrando un color diferente en el tejido (este
color puede ser percibido a simple vista o no, ya que puede no ser lo
suficientemente fuerte como para distinguirlo del resto de tonalidades
presentes en el tejido, y se tendra que aplicar un filtro de paso de las
longitudes de onda que interese captar).

En la practica médica, en ocasiones, se introducen agentes fluorescentes
externos al cuerpo.

Lo que se pretenderda en el presente trabajo serd aprovechar la
fluorescencia intrinseca al tejido biolégico humano que explicaremos en

apartados posteriores.
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llustracion 5- Diagramas del comportamiento de la fluorescencia
FUENTE: (7)
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2.2.3 DISPERSION O SCATTERING

La dispersién o scattering da como resultado la descomposicidon de una
radiacion en varios haces de energia sencillos.

La dispersion asociada a la luz se conoce como el fendbmeno por el
cual un rayo luminoso se separa en diversos colores espectrales al
pasar por un prisma o dispositivo adecuado.

En este proceso, la luz atraviesa pues un medio y en su paso por éste
se descomponen en las distintas longitudes de onda que lo forman.

El scattering depende directamente del tamano, estructura y forma de
los componentes del tejido y por tanto al cuantificarlo, podremos detectar
variaciones en la forma o tamano de los componentes de un tejido. (6)

$240|02 ap oJ0ads3y

Prisma transparente

llustracion 6-Fenomeno de dispersion luminica
FUENTE: (8)

Como consecuencia de los tres fenbmenos anteriores, y con la ayuda
de los dispositivos adecuados, podremos capturar la cantidad de luz
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reflejada, la luz fluorescente o transformada tras su contacto con el tejido
o medio y la luz transmitida por el tejido tras haber sido dispersada.

Todas las cantidades registradas nos brindaran informacion cuantitativa
de la presencia de ésta en el tejido que contiene la patologia o cualitativa
de la patologia de estudio.

El registro de la absorcién, dispersion o fluorescencia que resulta de

la interaccion de la luz con un tejido nos brindara informacién que,
tras ser correctamente interpretada, puede determinar la presencia de

una patologia en el tejido de estudio.
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INSTRUMENTOS DE CAPTURA DE LA INFORMACION

EL ESPECTROFOTOMETRO

“Un espectrofotometro es un instrumento usado en el analisis quimico
que sirve para medir, en funcion de la longitud de onda, la relacion
entre valores de una misma magnitud fofométrica relativos a dos haces
de radiaciones y la concentracion o reacciones quimicas que se miden

en una muestra.

Este instrumento tiene la capacidad de proyectar un haz de Iluz
monocromatica a través de una muestra y medir la cantidad de luz que
es absorbida por dicha muestra. Esto le permite al operador realizar dos

funciones:

dar informacion sobre la naturaleza de la sustancia en la muestra

indicar indirectamente qué cantidad de la sustancia que nos interesa
esta presente en la muestra.” (9)

Los componentes principales de un espectrofotbmetro son los siguientes:

. FUENTE DE LUZ. con una distribucion espectral de energia continua. Las

fuentes de luz mas comunes son las lamparas de xenén y las lamparas
LED.

MONOCROMADOR: permite filtrar la luz anterior, dando paso Unicamente
a unas longitudes de onda deseadas.
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3. COMPARTIMENTOS PARA DEPOSITAR LAS MUESTRAS O SOPORTES

DE APOYO DE ESTAS

. DETECTORES - FOTODETECTORES: éstos reciben la radiacion en
distintas partes del espectro electromagnético visible para una misma
onda de incidencia. Por tanto, caracterizan el comportamiento espectral
de un material a lo largo del rango visible y para un haz de luz de
incidencia de longitud de onda concreta.

llustracion 7- Partes y estructura de un espectrofotometro
FUENTE: (10)

Para poder medir la fluorescencia, la cantidad de luz reflejada o la
dispersion de ésta, en el mercado actual encontramos distintos sensores
gue nos permiten cuantificar sus valores.

Las cdmaras digitales contienen en su interior un sensor encargado de
la captura y cuantificacion de la cantidad de energia que reciben tras
pasar por todos los filtros que se hayan ubicado en su obijetivo.

La cantidad de energia que el sensor recibe depende principalmente de
los filtros que coloquemos y del tiempo de exposicién del sensor a la
energia, es decir, del tiempo de apertura del obturador.
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2.3.2 SENSORES DIGITALES

A diferencia del espectrofotometro, los sensores digitales permiten
registrar la informaciébn de superficies mayores, pero no proporcionan
una informacion espectral tan completa. Se estudiaran a continuacion.
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2.4 LA IMAGEN DIGITAL

“Una imagen digital es una funcion F(x, y), donde x e y representan
unas coordenadas y el valor F(x, y), es proporcional a la transmitancia
o reflectividad de la luz, que se reconoce visualmente por el nivel de
color o gris de la misma en el punto considerado (x, y).

Al proceso de obtencion de imagenes digitales se le denomina
digitalizacion y consiste en la descomposicion de la imagen real en una
matriz discreta de puntos de un determinado tamaro, donde cada uno

tiene un valor proporciona a su nivel de color.

Por tanto, puede decirse que una imagen digital se puede asimilar a
una matriz de n filas y m columnas. A cada celda de la matriz se le
denomina pixel (picture x element) y esta representa una superficie que
es funcion de su tamarno (Ax, Ay). A cada pixel le corresponde uno o
mas valores digitales (numero digital o valor digital “‘Nd”).” (11)

¥a

Hd

- R-\.-

9
X

llustracion 8- La imagen digital

FUENTE: Pérez Alvarez, Juan Antonio. Apuntes de FOTOGRAMETRIA Il Universidad de

Extremadura s.n.
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2.4.1 LAS RESOLUCIONES DE LOS SENSORES DE CAPTURA Y DE LAS
IMAGENES

En la mayoria de las ocasiones, cuando se habla de la resolucion de
un sensor de una cadmara, se habla del numero de megapixeles y del
detalle minimo que podemos ver en la imagen. Pero, existen cuatro tipos
distintos de resoluciones a tener en consideracion y que se tienen que
tener en cuenta dependiendo del tipo de trabajo para el que se empleara

el instrumental.

Estas resoluciones son la espacial, espectral y radiométrica:

Resolucién espacial

Corresponde al tamafio del menor objeto identificable (12). Cuantos mas
pixeles contenga una imagen, menos porcion del espacio se registrara
en un pixel y por tanto mas detalle podremos observar en la imagen.

Resolucién espectral

Capacidad del sensor para discriminar la radiancia detectada en distintas
longitudes de onda del espectro electromagnético [5]. Cuantas mas
bandas sea capaz de capturar un sensor y cuanto mas estrechas sean
las porciones del espectro electromagnético éste pueda captar, mayor
sera la resolucién espacial del sensor. Viene determinada por el numero
de bandas y por el ancho de cada una de éstas, siendo ambas
caracteristicas directamente proporcionales al aumento de la resolucion
espectral de un sensor fotogréfico.
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En la mayoria de los casos, cuanta mayor resolucion espectral se tenga
de una escena, la segmentacion y clasificacibn de los objetos que
aparecen en ésta sera mas sensible.

Por ejemplo, al estudiar el estrés hidrico de un cultivo, si se tiene en
cuenta unicamente las bandas que corresponden con el rango visible
del espectro electromagnético, podremos saber el contenido aproximado
de clorofila de las hojas.

Si ademas tenemos en cuenta la banda que refleja el comportamiento
de la hoja en el rango del infrarrojo cercano, podremos determinar la
cantidad de agua que se concentra en la membrana celular de las hojas
de la vegetacion.

Haciendo una combinacion de los dos factores mencionados, tendremos
una mayor seguridad y precision en la prediccion del estado en el que

se encuentra el cultivo.

Multispectral; Hyperspectral:

.
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wu 008 —
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llustracion 9- La resolucion espectral. Comparativa
FUENTE: (13)

Resolucion radiométrica

Es la cantidad de niveles digitales en los que se puede almacenar la

informacion en un pixel.

Una resolucion de 8 bits permitird clasificar la energia recibida por el
sensor en 255 niveles digitales diferentes.
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En una resolucion de 9 bits, podremos almacenar 512 niveles digitales
distintos en un mismo pixel, lo cual nos permitird tener mas sensibilidad
a la hora de clasificar la intensidad luminica que capte el sensor.

en de 8 bits

llustracion 10- Escena idéntica captada por dos sensores con diferente resolucion radiométrica
FUENTE: (14)

Por ejemplo, una imagen binaria tendrd una menor resolucion
radiométrica que una imagen RGB convencional, ya que Unicamente
podra almacenar 0 o 1 en el valor de sus pixeles (blanco y negro).

Aclarados los conceptos anteriores, podremos clasificar los distintos tipos
de sensores que se detallan a continuacion teniendo en consideracion

(entre otros parametros) algunas de las resoluciones anteriores.

En el presente trabajo sera crucial una buena resolucién espacial (se
necesita un alto nivel de detalle) y una alta resolucién espectral (que
se obtendra haciendo un filtrado de la sefal captada como se

detallara mas adelante).
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2.5 TIPOS DE SENSORES DE CAPTURA DE IMAGEN

El primer tipo de sensor que podemos encontrar en las camaras digitales
en un sensor CCD o Dispositivo de Carga Acoplada.

“Los pixeles del CCD registran gradaciones de los tres colores basicos:
rojo, verde y azul (abreviado "RGB", del inglés red, green, blue), por lo
cual tres pixeles, uno para cada color, forman un conjunto de células
fotoeléctricas capaces de captar cualquier color en la imagen.” (15)

Los sensores CCD convierten la luz recibida en corriente eléctrica. La
cantidad de electrones o de corriente eléctrica que producen es
proporcional a la cantidad de fotones que inciden sobre el sensor.
Cuando finaliza el tiempo de exposicion del sensor, los electrones
producidos son transferidos por cada una de las celdas que lo forman
(detectores individuales). ElI sensor CCD tiene tanta cantidad de
detectores individuales como pixeles contiene la imagen resultante.

Siguiendo una estructura de filtro Bayesiano, delante de cada detector
individual, se coloca un filtro que deja pasar la luz roja, azul o verde de
forma unica. Tras ello, y por adicibn de colores se obtiene una
representacion de las escenas con colores muy similares a los que
podemos ver.

También encontramos filtros de paso UV, infrarrojo cercano NIR, etc.

En segundo lugar, encontramos los sensores CMOS (active pixel
sensor), que ‘al igual que el sensor CCD, se basa en el efecto
fotoeléctrico. Esta formado por numerosos fotositos, uno para cada pixel,
que producen una corriente eléctrica que varia en funcion de la
intensidad de Iuz recibida. En el CMOS, a diferencia del CCD se
incorpora un amplificador de la senal eléctrica en cada fotosito y es
comun incluir el conversor digital en el propio chip.” (16)

\Y p

\ \“j‘ ESCUELA TECNICA SUPERIOR
4 AN\ i E

Q“E )\/ DE INGENIERIA GEODESICA

f CARTOGRAFICA Y TOPOGRAFICA




‘39:‘

“’% UNIVERSITAT

[ ﬁ POLITECNICA
DE VALENCIA

‘ citg.es

Centro de Investigacion
en Tecnologias Graficas

Estos ultimos contienen un filtro para captar la luz roja, otro para la luz

verde y otro para la luz azul.
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llustracion 17- Esquema sensores CCD y CMOS

FUENTE: (17)

Por ultimo, los sensores monocromaticos, que captan la informacién de

la misma forma que el CCD, pero que prescinden de los filtros RGB y
transforman la intensidad de luz recibida en una escala de blanco-negro.

Si queremos determinar para que trabajos o aplicaciones se adecuan
mas los sensores mencionados, podemos tener en cuenta los parametros

de la siguiente tab

la (18):

CARACTERISTICAS

Tabla 2-Comparativa de caracteristicas de los sensores CCD y CMOS
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Por RESPONSIVIDAD entendemos la minima diferencia energética

recibida que puede detectar un sensor.

El RANGO DINAMICO es el nivel de saturacion de los pixeles y el
umbral por debajo del cual no captan senal energética.

Cuando un pixel se satura porque capta una sefial energética demasiado
fuerte, puede saturar o distorsionar la sefal que reciben sus pixeles
vecinos, produciéndose en estos casos el BLOOMING. Este efecto es
muy perjudicial, pues se distorsionara la sefal de varios pixeles y se
transcribiran niveles digitales que no corresponderan con la intensidad
de senal que realmente esta incidiendo sobre éstos.
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2.6 TIPOS DE CAMARAS QUE INTEGRAN LOS SENSORES

En el ambito de la demarcacion tumoral o identificacion de lesiones en
tejidos biologicos, encontramos un gran volumen de publicaciones que
emplean camaras hiper espectrales y multiespectrales, ademas de las
convencionales RGB.

El principio fisico de registro de la informacién es el mismo que el
detallado en el apartado anterior (dependiendo del tipo de sensor de
captura que tengan integrado), pero difieren en la cantidad de informacién
que toman y procesan, es decir, en su resolucion espectral.

Cada una de ellas

proporcionara una reconstruccidon del comportamiento espectral de los

elementos de la escena de forma mas o menos detallada.

De entre las camaras existentes en el mercado, las mas empleadas en

las aplicaciones que estudia el proyecto son:

- HIPER ESPECTRALES
- MULTI ESPECTRALES
- CAMARAS RGB.

2.6.1 CAMARAS HIPER ESPECTRALES

Consideramos una camara hiper espectral aquella que tiene mas de 10
bandas de captura de informacion. Cada una de las bandas captura la
radiacion que emite o refleja un objeto en una parte estrecha del espectro
electromagnético, pudiendo comprender partes del espectro no visible
como el infrarrojo o el ultravioleta.
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Ademas, cada una de las bandas de registro de la informacion es
contigua a la anterior, pudiéndose reconstruir asi la huella espectral de
cada pixel de la imagen.

Este tipo de imagenes, aunque no revelan tanta informaciébn como tan
precisa como la que pueda brindarnos un espectrofotdmetro, permiten
caracterizar de forma casi inequivoca (quimicamente) los elementos que
se encuentran en la escena.

Cuando se toman imagenes con camaras hiper espectrales se hace
referencia a espectrometria de imagen, pues se obtiene como se ha
dicho una reconstruccion de la firma espectral de los pixeles que la
forman.

En muchas ocasiones, cuando se explica qué es una imagen hiper
espectral se hace un simil a un hiper cubo, pues a cada pixel (X, Y) le
corresponden tantas Z como bandas de captura sea capaz de registrar
el dispositivo.

El procesado de los datos obtenidos con estos dispositivos requiere en
la mayoria de las ocasiones de un analisis de componentes principales
para minimizar el volumen de datos que se procesa y seleccionar de
esta forma Unicamente la informacion relevante y no repetitiva.

La principal desventaja de estos sistemas es su elevado coste.

Asi pues, si capturamos imagenes de tejidos biolégicos, tendremos la
huella espectral de cada pixel, permitiendo deducir la presencia de
elementos quimicos caracteristicos y en ocasiones sus concentraciones.
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llustracion 12- Estructura de una imagen hiper espectral
FUENTE: (19)

2.6.2 CAMARAS MULTI ESPECTRALES

Aunque con mas bandas de captura de la radiacibn que las camaras
digitales convencionales, las camaras multi espectrales no superan las
diez bandas de registro de informacion.

En muchos casos comprenden bandas que registran informacién en el
infrarrojo cercano. En la region del espectro visible el ancho espectral
de cada una de las bandas de captura es menor que el de una camara
digital convencional.

Las bandas que conforman las imagenes multi espectrales no son
contiguas, dejan intervalos del rango del espectro sin cubrir y por tanto
no permiten recrear la firma o huella espectral de un pixel de una

imagen.

Proporcionan un tanto mas de informacion espectral que las camaras
digitales y en el ambito médico proporcionan un realce en la
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diferenciacion de los niveles de rojo (mejor identificacion de tejidos
inflamatorios, por ejemplo), pero en la mayoria de las aplicaciones no

revelan informacién especialmente util.
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llustracion 13-Estructura de una imagen multi espectral
FUENTE: (20)

Algunos trabajos como (21) se emplean camaras multiespectrales para
el estudio de las bandas del rango visible para conseguir un realce del
color. Se superpone una imagen RGB con una banda de la imagen
multiespectral. La superposicion resulta uno a uno. El usuario escoge la
banda espectral deseada y ésta se superpone a la RGB. No se pueden
superponer todas las bandas de la multiespectral, pues Ia

correspondencia con la imagen convencional resulta difusa.

Adicionalmente y previa superposicidon de las bandas, las imagenes se
ven sometidas a un procesado de los datos que incluye la conversion
de datos al espacio de color CIE L*xaxb, ya que se obtiene una mayor
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diferencia de color entre las regiones epiteliales y la red de
vascularizacion.

Como hemos dicho es un método de mejora de la visualizacion de
tejidos superficiales y en el cual se mantiene el color natural de la
imagen en el fondo:

llustracion 14- Realce del color mediante combinacion de bandas de imagenes multi espectrales.
FUENTE: (21)

En (22) también se emplean bandas de imagenes multiespectrales para
el realce de color y su visualizacion en falso color para realzar regiones
afectadas por procesos inflamatorios. Los procesos inflamatorios vienen
acompanados de un aumento de irrigacibn sanguinea, que a su vez
absorbe mucho la luz verde. Por tanto, el estudio se centra en |Ila
diferencia de color a 550 nm (verde) en varias bandas de la imagen
multiespectral.
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En algunas de las aplicaciones de la técnica, se requiere un pre
procesado de los datos con Analisis de Componentes Principales, pues
se acelera el procesado de la imagen y se disminuye la redundancia de
informacién, lo cual se transcribe en una reduccidn sistematica de ruido
y error en la extraccion de elementos.

2.6.3 CAMARAS RGB

Con tres bandas de captura de la informacién, presentan una menor
resolucion espectral que las anteriores. Tienen tres canales de captura:
ROJO, VERDE Y AZUL. En cada uno de ellos se discretiza toda la
radiacion electromagnética que se registra en el sensor correspondiente
a la region completa espectral de luz roja, verde o azul. Por combinacion
de ellas, se podra reconstruir el color ‘real’ de los objetos de la imagen.

A continuacién, se muestra una imagen a modo de comparativa de los
tres dispositivos anteriores:

Muliespectral Hiperespectral

llustracion 15-Imagenes hiper espectrales, multi espectrales y RGB convencionales
FUENTE: (23)
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llustracion 16-Reconstruccion de la firma espectral con datos multiespectrales y con datos hiper
espectrales. Comparativa.
FUENTE: (24)
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2.7 FUENTES DE ILUMINACION

En muchas ocasiones, sabemos cdmo responde espectralmente una
sustancia o tejido frente a una iluminacion concreta. Es por ello por lo
qgue la iluminacion desempeina un papel fundamental en la espectrometria
de imagen.

El estudio adecuado de la huella espectral de una imagen o subregion
de ésta nos brinda en muchas ocasiones la posibilidad de identificar un
objeto.

Cuanto mas coherente y mas pequeino sea el rango de emision (en
términos de longitud de onda) de una fuente de iluminacién, con mas
certeza podremos analizar los resultados que hayan sido capturados por
el sensor.

La obtencion de un haz de luz coherente y con una determinada longitud
de onda se puede conseguir de distintas formas:

La mas sencilla resulta el empleo de un /dser cuya luz es
monocromdtica y de una longitud de onda perfectamente definida. La
principal problematica de empleo de éstos es la pequefa porcién de
tejido que este puede iluminar (haz muy estrecho).

La segunda forma es el uso de monocromadores o filtros de emision.
Estos filtros se colocaran delante de fuentes de iluminacion de espectro
continuo como pueden ser arcos de Xenon o arcos de Mercurio. Con el
uso de estos filtros es muy complicado conseguir un haz de luz
caracterizado por una longitud de onda concreta. Se pueden llegar a
filtrar partes del espectro de ancho hasta 10 nm, pero bandas mas
estrechas son dificiles de obtener.
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Por ultimo, encontramos a Jiluminacion LED, que basada en la
combinacibn que quimicos y excitacion de éstos nos brindan
iluminaciones de colores concretos y con anchos de banda que han
conseguido acotarse hasta valores de 25-30nm.

Concretamente, y cuando el fenbmeno de estudio es la fluorescencia,
las fuentes de luz que se emplean suelen ser ultravioletas, bien en
formato LED o bien mediante lamparas como la luz de Wood.

La luz de Wood es un haz de luz proveniente de una lampara de
mercurio y que emite en el rango de 400nm a 450nm (UV).

llustracion 17-Lampara de luz de Wood
FUENTE: (25)

Aunque empleada para la activacion de fluor6foros, también es absorbida
fuertemente por croméforos como la melanina. Por ello, se emplea en
el estudio de patologias como el vitiligo, ya que las zonas con
concentracion pigmentaria menor bajo la luz de Wood presentan un
aspecto mas blanquecino que el resto de las zonas de la piel.
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llustracion 18- Hipopigmentacion de la piel observada bajo luz de Wood
FUENTE: (26)

llustracion 19-Hiper pigmentacion de la piel observada bajo luz de Wood
FUENTE: (27)

En la llustracion 18 se muestra cdmo el vitiligo aparece mucho mas
claro bajo la luz de Wood.

En la llustracion 19, encontramos una hiper pigmentacion de la piel, la
cual bajo la luz de Wood se ve resaltada a causa de la mayor absorcidon
de la luz en las zonas donde la concentracion de melanina es
anormalmente superior.
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2.7.1 LA CAPTURA DE LA FLUORESCENCIA

Para la captura de sefiales de fluorescencia en una longitud de onda
determinada, se aplicara un filtro de paso que Unicamente deje llegar
al sensor de captura los haces de energia de la longitud de onda
deseada.

También resulta frecuente el uso de camaras hiper espectrales que
tienen multiples bandas de captura de la informacion, correspondiendo
cada una de ellas con una pequena porcion de longitudes de onda del
espectro electromagnético.

Para activar o registrar la fluorescencia de una muestra, se emitird (en
la mayoria de los casos) una luz no visible para el ojo humano y se
capturara una respuesta que se encuentre dentro del rango visible del
espectro electromagnético, pues este es el principio clave de la
fluorescencia.

Como hemos dicho, en la mayoria de los casos la fluorescencia se
activa por medio de luz no visible (ultravioleta) aunque recientes estudios
demuestran que la luz azul presentada de forma muy coherente puede
activar este fenbmeno en fluoréforos como la lipofuscina.

El registro 6ptimo de la informacién requiere pues una acotacién de las
longitudes de onda con las que se ilumina el tejido y las longitudes de

onda que se registrardn en el sensor.

La acotaciéon de la luz incidente se consigue colocando filtros de emisi6n
delante de una lAmpara de emisién espectral continua o empleando fuentes

de iluminacién monocromaticas como un laser o lamparas LED.

La acotacion del rango espectral registrado por el sensor se consigue
colocando filtros de paso delante del objetivo de una cadmara convencional

o empleando camaras hiper espectrales que permitan seleccionar las

bandas de registro que contengan la informacién espectral de interés.
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2.8 ESPECTROSCOPIA DE IMAGEN

La herramienta que se emplea para la aplicacion de esta técnica es un
espectroscopio (0 en su defecto una camara hiper espectral), que
proporcionan la informacion sobre el comportamiento de una radiacién
de longitud de onda concreta y conocida a lo largo del espectro
electromagnético, tras haber incidido sobre un material o tejido.

De esta forma, sabiendo el comportamiento estandar de una onda al
interactuar sobre un tejido, podremos caracterizar a éste por la forma

en la que transforma o interactua con la radiacion electromagnética.

El primer ejemplo que encontramos de trabajo con esta técnica es el
expuesto por Garcia Allende P.B en (28). En este trabajo se disefn6 una
metodologia para poder cuantificar las heterogeneidades de los
coeficientes de dispersion y establecer una correlacion con cada tipo o
zona del tejido. Se emplea una fibra optica para iluminar una muestra
pequeifa de tejido tumoral con una luz blanca de tungsteno y un conjunto
de lentes.

La informacion sobre el comportamiento de la luz recibida tras
interaccionar con el tejido se recoge con un espectroscopio. Las
longitudes de onda empleadas se encuentran dentro del rango de 510-
780 nm, calculandose para varias de ellas los coeficientes de dispersion.
Ademas, se anade un nuevo parametro que intenta evitar los picos de
absorcion de la hemoglobina. Ademas, se combinan dos métodos de
clasificacion de distinta naturaleza de los datos obtenidos (método de
agregacion de técnicas), para asi aumentar la fiabilidad de los datos
clasificados, ya que unicamente los datos que se consideren como tumor
en ambas clasificaciones se daran por validos.

Se caracterizé pues la firma espectral de distintas regiones de un tumor
pancreatico de ratones y tras la aplicacion de dos métodos de

clasificacion distintos, se segmentd un area de una imagen del tumor.
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Asi consideramos pues un primer método de segmentacion de un tejido
ex-Vivo.

En (29) encontramos ahora un método basado de la misma forma en el
estudio de la firma espectral para la discriminacion de patologias
oncoldgicas, diferencidndose del anterior por no entrar en contacto con
ningun tipo de fibra Optica para iluminar los tejidos; ahora se emplea
una lampara led que puede iluminar con longitudes de onda concretas
del NIR y una camara digital. Ademas, en este estudio se estudia la
frecuencia espacial dominante de cada regidén tanto de la luz absorbida
como del scattering que se produce en una misma zona al iluminarse

con cinco longitudes de onda distintas.

En (30) encontramos un estudio de la reflectancia difusa para medir las
propiedades Opticas de los melanomas. Para ello se realiza un estudio
in-vivo de las propiedades de absorcidon y esparcimiento del tejido a
partir de las medidas tomadas de reflectancia difusa. Para ello se emplea
como en anteriores trabajos una fibra 6ptica que se pone en contacto
con el tejido e ilumina al anterior con luces de entre 455-765 nm. La
informacion es capturada por un espectrografo y una camara CCD. Las
lesiones estudiadas se caracterizan por producir un incremento del
scattering de la luz, pues los nucleos de las células malignas tienen un
tamafno mayor que el de las células benignas.

En (31) encontramos otro estudio que se basa en el aumento del
scattering a causa del aumento del tamano del nucleo en células
cancerosas; empleandose también un espectroscopio y fibra dptica para
la toma de datos in-vivo.

Siguiendo una linea similar a las anteriores, en (32) se segmenta la
imagen tumoral a partir de la informacién recogida con un microscopio
disenfado para recoger directamente la imagen de scatter del tejido. En
este caso el instrumental se encuentra limitado a una toma de datos ex
vivo a causa de la lentitud de toma de los datos.
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2.9 CARACTERISTICAS DE LOS TEJIDOS BIOLOGICOS -
TUMORALES

La forma en la que se propaga un haz luminico al incidir sobre un tejido
es un parametro que puede ser empleado para -caracterizarlo e
identificarlo.

Cuando el haz de energia entra en contacto con un tejido bioldgico, se
desencadenan distintos procesos de absorcion, dispersién y aparicion de

fluorescencia resultante de la excitacion de las moléculas que lo forman.

Los fendbmenos de absorcion y fluorescencia dependen de la composicion
quimica de las particulas. Los componentes de los tejidos responsables
de la aparicibn de los mencionados fendmenos se denominan
CROMOFOROS.

Algunos de los mas importantes y que son responsables de la absorcion
de la luz visible son la sangre y la melanina, cuyos coeficientes de
absorcion decrecen conforme incrementamos las longitudes de onda de
los haces incidentes.

Los croméforos mas significativos en cuanto a la absorcion de las
longitudes de onda comprendidas en el rango UV, son las proteinas y
los aminoacidos. El principal cromo6foro que provoca la absorcion de las
longitudes de onda comprendidas en el rango IR es el agua. (33)

Por otra parte, el fendbmeno de dispersion depende de la forma y tamafno
de la particula sobre la cual se incide, es decir, de la textura del tejido.
Este fenbmeno aparece en el punto en cual el indice de refraccion del
medio cambia.

Cuando un haz de luz incide sobre un tejido, puede penetrar mas o
menos en su superficie, dependiendo esto de la longitud de onda del
haz (a mayor longitud de onda, menor penetracion del haz de energia
sobre el tejido de incidencia). Ademas, también depende de cuanta luz
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sea capaz de absorber el tejido, ya que cuanta mas luz absorba el
tejido, menor sera la cantidad de luz que pueda penetrar en éste.

Como ya se ha introducido, los anteriores fendbmenos permiten identificar
tejidos. Por ejemplo, el espectro de absorcion de la sangre en un
momento dado nos permitira revelar la concentracion y la saturacion de
hemoglobina, parametros estan asociados a patologias oncologicas: la
angiogénesis y el hiper-metabolismo. (34).

En cuanto al fenbmeno de fluorescencia, viene provocado por los
FLUOROFOROS. Los mas abundantes en la matriz celular son el
colageno y la elastina. Los principales fluoréforos presentes en el proceso
de metabolismo celular son la NADH, FAD vy lipo-pigmentos.

Por ejemplo, si se hace incidir sobre el coldgeno un haz cuya longitud
de onda venga comprendida entre 300-400 nm, la energia que rebote
de éste vendra caracterizada por una longitud de onda de entre 400 y
600 nm. De esta forma, se podra distinguir por ejemplo tejido epitelial
del conectivo. (34).

Como las células en estadios cancerosos tienen un metabolismo distinto
a las células normales de su misma clase, podremos aprovechar la
propiedad de fluorescencia para intentar realzar las zonas de tejido en
las que se encuentren las primeras. (34).

Se han sintetizado diversos fluoréforos artificiales y contrastes que
pueden ser inyectados en el paciente y que se adhieren a un tipo de
células o moléculas concretas, permitiendo asi la identificacion de éstas
cuando son excitadas por una energia concreta. Los mas comunes son
el 5-ALA y el VERDE DE INDOCIANINA. Ejemplos del uso de éstos los
encontramos en (35), (36), (37), (38), (39), (40), (41), (42) y (43).

Aunqgque no se clasifica como fluoréforo (pues no presenta el fenbmeno
de fluorescencia), la hemoglobina es un croméforo presente en casi la
totalidad de tejidos biolégicos. La hemoglobina oxigenada absorbe
fuertemente luz infrarroja y deja pasar la luz roja. Por el contrario, la
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hemoglobina desoxigenada tiene el comportamiento contrario,
absorbiendo la luz roja y reflejando la luz infrarroja.

hemoglobina
no oxigenada

hemoglobina
oxigenada

| = e ! _
300 400 500 600 700 800 900 1000

longitud de onda (nm)

llustracion 20-Huella espectral de la hemoglobina
FUENTE: (44)

Por tanto, el estudio de las ratios de absorcién y concentracion de la
hemoglobina también juegan un papel trascendental en la identificacion
de lesiones, pues pueden caracterizar de forma precisa un aumento en
el metabolismo (y por tanto un aumento de la irrigacibn sanguinea). El
espectro de maxima absorcibn de la saturacibn de oxigeno de la
hemoglobina permite identificar dos procesos caracteristicos en procesos
oncologicos (angiogénesis e hipermetabolismo).

Por ejemplo, en (45) se emplea una camara multiespectral para calcular
mediante correlaciones de distintas bandas, la saturacién de oxigeno que
existe en el tejido durante un trasplante uterino (en conejos). La
saturacion de oxigeno viene dada en este caso por una relacion entre
la cantidad de hemoglobina oxigenada y hemoglobina desoxigenada que
se registra. Como resultado final se ofrece un mapeado en tiempo real
de la saturacion de oxigeno de las distintas partes del lecho quirurgico.

/l '\ \ ,
‘;k‘ g \ \\‘1 ESCUELA TECI\’IICA SUPERIOR
‘\2“ m [~ )\}/ DE INGENIERIA GEODESICA
CARTOGRAFICA Y TOPOGRAFICA

51



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE V/-\LE NC'A Centro de Investigacion

en Tecnologias Graficas

citg.es

Autores de referencia como Khaodhimar han planteado multiples
experimentales que intentan aprovechar la sangre como parametro
identificador de patologias. En uno de los métodos, se plante6 una
medicién de la REFLEXION caracteristica de la luz en los margenes
tumorales. Para ello se calculaba una ratio a través de formulas
empiricas de la relacion entre la luz roja y la infrarroja (ratio I/IR).

La presencia de sustancias (croméforos-fluoréforos) en cantidades

distintas a las habituales resultan de la aparicion de una actividad

metabdlica anormal, y su analisis permite identificar la presencia de

lesiones en los tejidos.
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2.10 LA AUTOFLUORESCENCIA

La auto fluorescencia es un caso particular del fendbmeno de
fluorescencia. Cuando se habla de dicho fendbmeno se hace referencia
a la capacidad intrinseca que presentan algunos compuestos naturales
de los tejidos bioldgicos y que consiste en la emision de una luz en el
espectro de longitudes de onda comprendidas entre los 500 y 700 nm
bajo la influencia de luces con longitudes de onda mas cortas.

Numerosos estudios que podemos encontrar en la bibliografia del
presente trabajo explican como en los tejidos bioldgicos encontramos
moléculas que, cuando un tejido se encuentra sano y libre de cualquier
patologia, tienen unos patrones de concentraciones estandar. Por tanto,
sabiendo cuales son esas concentraciones y sabiendo cémo responden
dichas sustancias bajo la presencia de una luz que las excite, podremos
detectar cambios en la concentracién de éstas.

Si bien resulta complicado dar una cuantificacidbn exacta de la variacion
en la concentraciéon, el simple hecho de encontrar una diferencia puede
dar un atisbo de que una lesién se encuentra presente.

Las variaciones en la cantidad de fluorescencia que se registra cuando
una lesibn se presenta en un tejido pueden ser de aumento o
disminucion.

En muchos casos, la senal de fluorescencia producida por el tejido tiene
una intensidad bastante baja y es frecuente el empleo de tubos

fotomultiplicadores acoplados frente al sensor de captura que permiten
intensificar la sefal que se pretende capturar.

Sin entrar en profundidad en cuestiones biol6gicas, vamos a explicar un
ejemplo claro que permita entender como la variacién en la concentracion
de ciertas moléculas puede servirnos de ayuda en el diagnostico de una

lesion:
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NADH y NAD+ son dos coenzimas presentes en las células del cuerpo
humano. Estas coenzimas desempenan un papel fundamental en la
sintesis molecular de nutrientes y en la obtencion de energia entre otras.

Por tanto, juegan un papel clave en el metabolismo celular y como
hemos indicado en apartados anteriores, una de las caracteristicas de
las células tumorales es su hiper metabolismo.

Las proporciones de concentracion de estas dos coenzimas viene
definida por la ratio NAD+/NADH y en tejidos sanos de mamiferos esta
proporcion suele ser aproximadamente de 1. Por tanto, sus

concentraciones suelen ser similares.

En realidad, las coenzimas tienen caracter simbiético, pues una de ellas
es la forma oxidada de la otra. Cuando por ejemplo la glucosa se oxida
y libera energia, ésta se transfiere al NAD+ mediante la reduccion a
NADH (ciclo de Krebs).

Asi pues, los electrones que adquiere en NADH se transportan al interior
de las mitocondrias celulares y asi la energia que éste contiene permite
seguir el ciclo de vida bioldgico habitual de éstas.

Ambas coenzimas presentas propiedades fluorescentes. Sendas
absorben luz ultravioleta, siendo NADH la que presenta una mayor
absorcion de dicha energia. Ademas, esta Ultima tiene un pico de emision
a 460 nm mientras que el NAD+ no emite luz en el rango visible.

De esta forma, cuando un tumor se ilumina con luz ultravioleta, la
intensidad de fluorescencia medida a 460nm decrece significativamente.
La interpretacion de este fenbmeno es simple. El hiper metabolismo
celular provoca que la ratio de concentracion de las anteriores coenzimas
se altere.

De esta forma, la coenzima fuertemente fluorescente (NADH) suele
disminuir en su concentracién, provocando una disminucion en la
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fluorescencia del tejido maligno respecto la fluorescencia normal que
remite el tejido sano circundante.

En el caso anterior, encontramos una disminuciéon de la fluorescencia,
pero, en las células también encontramos la presencia de porfirinas, que
tienen una emisién de fluorescencia en la region roja del espectro bajo
la iluminacion con fuentes ultravioletas.

Las porfirinas endogenas tienden a acumularse en tejido maligno y
ademas su presencia se incrementa en las células circundantes
(margenes) al tumor.

En la mayoria de los trabajos y como ejemplo en [51], se suelen emplear
ratios que relacionan la energia captada por los sensores en distintas
bandas del espectro. Esta metodologia se conoce como “dual peak
fluorescence study’.

Ademas, en la mayoria de los trabajos se estudia de forma
complementaria el aumento de irrigacibn sanguinea, ya que es un
indicador claro de presencia tumoral (hipermetabolismo y por tanto
aumento de vascularizacién capilar para el aporte de nutrientes).

A continuacién, se muestran los fluor6foros cuyos cambios en
concentraciones aportan informacion relevante a la hora de diagnostico
de lesiones.

En la tabla se muestra el compuesto y las longitudes de onda de
excitacion y emision idoneas para su estudio.
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FLUOROFORO

. A excitacion (nm)
ENDOGENO

A emision (nm)
ENZIMAS Y COENCIMAS
NADH 290-351 440-470
FAD, FLAVINAS 450 535
NADPH 336 464
PROTEINAS ESTRUCTURALES
COLAGENO 325-36 400-405
KINURENINA 360 480
QUININA 380 450
MELANINA uv 540
ELASTINA 290-325 340-380
AMINOACIDOS

TRIPTOFANO 280 350

TIROSINA 275 300

FENILANINA 260 280
VITAMINAS

VIT A - RIBOFLAVINA 327 510

VITK 335 480

VITD 390 480

PRIOXIDINA 332-340 400

PIRIDOXAMINA 332-340 400

Tabla 3- Comportamiento espectral de los principales fluoroforos endogenos
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llustracion 21-Espectros de absorcion y emision de fluorescencia de fluoroforos endogenos.
FUENTE: (46)
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2.11APLICACIONES DE LA AUTO FLUORESCENCIA EN LOS

TEJIDOS BIOLOGICOS

La excitacion de los fluordéforos enddgenos se ha demostrado como
herramienta util en los siguientes 6rganos y tejidos:

PIEL: la disminucidon de la fluorescencia en los melanomas resulta
producto del aumento del colageno y la hiperpigmentacion del tejido bajo
una luz de excitacion de 335nm, como se detalla en (47). Otros estudios
(48) avalan la eficacia y sensibilidad de la auto fluorescencia en la
deteccidon temprana de hiperpigmentaciones y presencia an6mala de

concentraciones melanociticas.

llustracion 22-Imagen normal VS imagen auto fluorescencia carcinoma cutaneo (con aplicacion
de pomada potenciadora de fluorescencia)
FUENTE: (48)

VEJIGA Y TRACTOS URINARIOS: la auto fluorescencia de la vejiga
bajo una excitacion de 308nm ha sido estudiada en (49). En dicho
articulo también se detalla el uso de una ratio de intensidades de
fluorescencia en emisiéon a 358 y 455 nm bajo una luz de excitacion de
337 nm. En (50) , (42) y (51) encontramos mas aplicaciones de la
técnica en el ambito de la urologia.
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llustracion 23- Imagen de auto fluorescencia de micro metastasis peritoneales
FUENTE: (50)

- BRONQUIOS: en (52) se detalla que la combinacion de la auto
fluorescencia emitida en el rango rojo y verde del espectro

electromagnético proporciona alta sensibilidad en la deteccion de las
lesiones neoplasicas intraepiteliales.

llustracion 24-Imagen de broncoscopia de auto fluorescencia
FUENTE: (53)

- CIRUGIAS DEL TRACTO GASTROINTESTINAL: se demuestra en (54)
la utilidad de la auto fluorescencia en el tejido de colon bajo combinacion
de imagenes tomadas con luces de excitacion de 330, 370 y 430 nm.
Se permite la diferenciacion sensible de poélipos adenosos y polipos
hiperplasicos del tejido normal de colon.
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usandose una camara CCD de color convencional,
se han podido en (55) tomar datos bajo una luz de excitacion de 300nm
que permiten hacer un calculo de una ratio en emisiones del tejido en
330 y 470nm.

en (29) y (56) se demuestra que la auto florescencia permite
detectar los mismos cambios en los tejidos neoplasicos del epitelio
mamario, aunque con mucha menos intensidad que con un contraste
exdégeno introducido en el organismo horas antes de la operacion.

en este caso, aunque se encuentran puntos de fluorescencia
intrinseca que permiten detectar meningismos con un 50% de
sensibilidad, como se trata de un tejido muy sensible, en (57) se
considera un riesgo no introducir ningun agente fluorescente exdégeno
para realizar la extirpacion completa del tejido tumoral. En (58) se
garantiza la mayor eficacia quirargica si se inyecta un colorante externo
(5-ALA) horas antes de la intervencion. En (59) aseguran una eficacia
en la extirpacion de neoplasias cerebrales del 98% al aplicar dicho
colorante externo.

estudios recientes en odontologia demuestran que
las caries y la mucosa bucal responde efectivamente ante iluminacion
azul.

En (60) se describe la metodologia endoscépica con uso de iluminantes
azules y verdes que producen una fluorescencia en el tejido maligno y
un aumento de la resolucidon en la visualizacion de las venas; permitiendo
asociar en ciertas ocasiones un aumento de la irrigacion sanguinea zonal
con una pre-malignidad (aumento del metabolismo y celular por el mayor

aporte de nutrientes a través de la capilarizacion).

.’l '\ \ ,
Q,M\ \ “\‘ ESCUELA TECNICA SUPERIOR
&“ o [~ }/ DE INGENIERIA GEODESICA
Sh——Z> CARTOGRAFICA Y TOPOGRAFICA
D L



UNIVERSITAT | ) ;
POLITECNICA . citg.es
DE VALENC'A Centro de Investigacion

en Tecnologias Graficas

Conviene resaltar que en la bibliografia aparecen muchos mas estudios
de la utilizacibn de técnicas auto fluorescentes, pero difieren en el
propoésito del presente trabajo por emplear espectrofotometros y fibras
Opticas de contacto para la iluminacibn de una zona muy restringida del
lecho de diagnosis.

En (36) se explica detalladamente la influencia y el por qué cada uno
de los fluor6foros endoégenos son utiles para la identificacion y
diagnéstico de cada una de las patologias tratadas.

En algunos estudios como (61) se emplean fuentes de iluminacién
violetas, azules y verdes, que en ocasiones y combinandose pueden
servir (junto con el calculo de ratios) para excitar ciertos fluoréforos.

Aunque haciendo uso de endoscopio, en (62) se mejora la deteccion de
lesiones precancerosas de laringe mediante el registro de la fluorescencia
verde que éstas presentan tras ser excitadas con una fuente de luz
(arco de Xenén) que emite luz de onda corta en el rango de los 375 a
440 nm.

El filtro que se empled en la Optica del sensor de captura de la imagen
bloquea la entrada de luz con longitud de onda menor a 440 nm.

De esta forma, las zonas con lesiones como la queratosis (aumento de
la concentracion de queratina) presentan una tonalidad verdosa mas
brillante que la mucosa sana.
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llustracion 25- Imagenes de auto fluorescencia de mucosas bucales con areas patologicas
FUENTE: (63)

GINECOLOGIA - OVARIO: En (41) y (64) se estudia la disminucién de
la fluorescencia en regiones ovaricas con mayor irrigacion sanguinea a
causa del aumento de hemoglobina. También se emplea la técnica de
toma de imagenes multiespectrales para la monitorizacion del oxigeno

en los tejidos durante trasplantes uterinos animales.

OFTALMOLOGIA: el uso de la auto fluorescencia del fondo del ojo
como valor de diagnéstico de desprendimientos y glaucomas retinianos
se ha incrementado de forma considerable en los ultimos afos. El
fluoréforo de estudio principal es la lipofuscina, que cuando se presenta
una lesion en los nervios o fondos del lecho retiniano aumenta su

fluorescencia cuando es iluminada con un laser azul.

En este campo es muy importante el estudio y comparacién de la imagen
de auto fluorescencia obtenida con unos patrones de concentracion
estandar de la molécula en el fondo del ojo. Un aumento de lipofuscina
y por tanto un aumento de la fluorescencia puede indicar la presencia
de una lesidbn, pero no necesariamente, pues cuando el ojo se ha
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expuesto a altas intensidades luminicas la concentracion de lipofuscina
aumenta de forma temporal y no conlleva una patologia posterior.

Por tanto, cuando la fluorescencia ha aumentado es muy importante
comparar con patrones de aumento de fluorescencia retiniana en lesiones
malignas. Es cuando la fluorescencia del fondo del ojo decrece, cuando
encontramos indicios claros de dafos en las estructuras oculares. El
descenso en este caso de la actividad metabdlica de los fotorreceptores
(encargados de la sintesis de lipofuscina) implica en la mayor parte de
casos una atrofia del disco 6ptico que puede desencadenar en una
pérdida de vision si no se ha tratado precozmente.

Estudios como (65) (66) (67) (68) y (69) detallan la técnica, su viabilidad
y aplicacién al diagnoéstico de diferentes patologias oculares.

Si bien en la gran mayoria de articulos se hace uso de luces de
excitacion caracterizadas por longitudes de onda del espectro no visible,
se han encontrado estudios que avalan el uso y combinacion de luz
azul y verde para detectar cambios en la fluorescencia de algunas
mucosas.

En areas esofagicas, la iluminacibn azul provoca cambios en la

fluorescencia del tejido emitida en las regiones verde y roja.

En algunos trabajos se estudia conjuntamente el comportamiento

de la auto fluorescencia junto con las diferencias de absorcién de
los tejidos y estructuras de interés cuando una fuente de iluminacién
es introducida en el estudio. Cuantos mas factores o parametros
se estudien para clasificar e identificar lesiones, se podra obtener

una clasificacion mas precisa.
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2.12 SISTEMAS COMERCIALES

Como sistemas Opticos de deteccion de patologias (principalmente

cutaneas) encontramos los siguientes instrumentos:

VELSCOPE

Aprovechando unos iluminantes de luz violeta y azul, empleando filtros
de paso y aplicando regresiones logaritmicas, ayuda al diagnéstico de
malignidades bucales y epiteliales pequefas, de unos 2 cm * 2 cm

aproximadamente.

El principio fisico que aprovecha el instrumental es la fluorescencia
(aumento o descenso de ésta en la mucosa estudiada)

Un ejemplo de aplicacion de esta patente la encontramos en (70),
intentando realzar la visualizacion de neoplasias bucales para mejorar

su diagndstico temprano.

Autores como Roblyer en (71) discuten alternativas a VELscope basadas
en la relaciéon de zonas de referencia (ROI's) de imagenes microscopicas
y macroscopicas.

SIAscopPYy

Se basa en la cuantificacion de las concentraciones de melanina,
hemoglobina y colageno aprovechando una fuente de iluminaciéon y un
sensor que capta las variaciones de la luz incidente que el tejido retorna.
El principal principio en el que se basa es la determinacién del scattering
y del cambio en la coloracion del tejido. (72)

Empleado en el diagnostico de patologias de la piel.
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MINIFLARE

El sistema de medida de éste es similar a los anteriores. Esta formado
por dos iluminantes de 700nm y 800nm, una camara de video a color,
una camara digital y una camara que permite la captura de imagenes
de fluorescencia en el infrarrojo cercano. (56)

MELAFIND (MELANOMA DETECTION)

El sistema permite capturar una imagen con 10 bandas espectrales que
cubren desde las regiones azules del espectro electromagnético hasta la
region del infrarrojo cercano. Se trata de un dermatoscopio de contacto
con una inmensa base de datos de melanomas para la comparacion del
comportamiento de éstos en las bandas con la imagen que se esta
tomando y poder determinar si es patologia o no. (73)
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2.13 RESUMEN

Las imagenes multi-espectrales e hiper-espectrales encuentran sus inicios
en el campo de la teledeteccion y toma de imagenes por satélite, siendo
sus aplicaciones principales el control de la vegetacion y la agricultura

de forma remota.

En 1988 podemos encontrar los primeros indicios de uso de camaras
con bandas de captura NIR, R,G,B y combinacién de éstas para el
calculo de ratios de reflectividad que permitian identificar caracteristicas
de las quemaduras en tejidos humanos. Aqui empieza el uso de la
técnica de imagen multi-espectral e hiper-espectral en el ambito de la

medicina.

Son muchos los avances obtenidos en este campo y actualmente sus
aplicaciones engloban

el diagnéstico no invasivo de lesiones patologicas
el guiado de cirugia en tiempo real (delimitacibn de margenes tumorales
0 mapeado de vascularizacion entre otras)

En las dos anteriores, el rango espectral estudiado engloba la region
UV (ultravioleta), el rango visible y en ocasiones el NIR (infrarrojo

cercano).

La tecnologia hiper-espectral cubre una porcion continua del espectro y
por tanto proporciona una mayor resolucién espectral que la tecnologia
multi-espectral.

Es conveniente resaltar que, dada una mayor longitud de onda de
incidencia, menor es la penetracion del haz de luz en el tejido, y por
tanto menos caracteristicas internas de éste se veran plasmadas en el
retorno del haz. Es decir, la luz ultravioleta tiene una mayor penetracion
que la luz visible.
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Los fenbmenos fisicos que permiten la caracterizacion de tejidos
biolégicos a través de su registro en sensores de captura de imagen
son la dispersion, la absorcion y la fluorescencia.

Cuando encontramos una fuente de luz que incide sobre un tejido
bioldgico, se producen fendmenos de absorcion y dispersion de ésta.
Dichos fendmenos vienen asociados a la composicion del tejido.

Tanto la absorciéon y la dispersion que se producen en los tejidos, vienen
condicionada por la concentracion de hemoglobina, melanina y volumen

de agua presente.

Los principales absorbentes en el rango UV son las proteinas y
aminoacidos. Por el contrario, en el IR, el principal absorbente es el
agua.

La DISPERSION de la luz incidente se incrementa al encontrar un limite
morfolégico en el tejido, ya que cambiara el valor del indice de refraccion
de éste.

Cuando se produce un cambio en los componentes internos de los
tejidos, la absorcibn de la luz también cambia, pues esta se ve
condicionada por la composicibn molecular de los materiales. Por tanto,
si el indice de refraccion cambia, la energia que llegara al sensor también
tendra valores distintos.

La ABSORCION de la luz incidente también responde a una diferencia
en la cantidad de luz reflejada por el tejido, y por tanto en una diferencia
de energia captada por el sensor.

Como la saturacion y concentracion de oxigeno en sangre en la
hemoglobina responde a dos espectros claramente diferenciables,
estudiando dichos espectros podremos identificar dos fenomenos
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asociados a patologias oncologicas: angiogénesis e hiper-metabolismo
(aumento de la irrigacidbn sanguinea en una parte del tejido).

La hemoglobina oxigenada, es un gran absorbente de luz infrarroja, pero
refleja luz roja. La hemoglobina desoxigenada, es un gran absorbente
de luz roja pero reflector de luz infrarroja.

Calculando la ratio entre la cantidad de luz roja e infrarroja reflejada,
podremos averiguar si una actividad hiper-metabdlica se esta
desencadenando en una parte del tejido.

El tercer fendmeno fisico de estudio es la FLUORESCENCIA. Si ésta
viene provocada por croméforos endogenos al cuerpo humano, nos

encontramos ante un fenobmeno de auto-fluorescencia.

Ahora bien, cuando se registran los anteriores fen6menos mediante un
sensor de captura de imagen digital, la informacién que obtenemos se
puede interpretar como:

- Imagenes de reflectancia, que detectan cambios en la dispersion vy
absorcion y por tanto cambios estructurales del tejido.

- Imagenes de fluorescencia, que detectan cambios en la composicion

bioquimica, revelando cambios en los niveles de concentracién de

fluoroforos internos.

La captura de sefial electromagnética rebotada por los tejidos a través
de una camara digital se ve complementada con la espectrofotometria,
la cual ayuda a crear un catalogo de patrones de respuesta
caracteristicos de cada tipo de tejido-estructura y sus componentes en
forma de respuesta espectral para distintas fuentes de iluminacion.
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Asi, si se tienen patrones estandarizados del comportamiento espectral
de un tejido sano, por comparacion de éstos con una imagen del tejido
de estudio, se podran obtener, incluso de forma semi automatizada,
regiones en las cuales haya presencia de una lesion no identificable en
condiciones habituales de vision.

Si sabemos las zonas del espectro que caracterizan a cada sustancia,
sabremos que partes del espectro (ventanas terapéuticas) tendremos que
captar para identificar anomalias.

Ahora bien, en la tecnologia usada actualmente, tal y como hemos

apuntado anteriormente, podemos diferenciar claramente dos ramas:

La empleada en el diagnéstico y tiene un tiempo de procesado un tanto
demorado.

Aquella usada en tiempo real y que sirve como apoyo en el guiado de
cirugias.

En ambos casos los sistemas empleados suelen estar compuestos
principalmente por:

- Una fuente emisora de luz.
- Un sensor receptor de luz.

- Filtros para la polarizacion, dispersion vy filtrado del haz de luz
emitido y de la senal recibida.

Si el registro de la informaciébn se hace con sensores multi o hiper
espectrales, los datos suelen llevar asociados un tratamiento de
componentes principales previo a su analisis. Esto se aplica para obtener
una reduccion de la dimensionalidad y normalizacion de la informacion

a analizar.

ESCUELA TECI\!ICA SUPERIOR
DE INGENIERIA GEODESICA




UNIVERSITAT | ) ;
POLITECNICA . citg.es
DE VALENC'A Centro de Investigacion

en Tecnologias Graficas

Si hablamos del aprovechamiento de la fluorescencia como parametro
de estudio, cabe remarcar que en el trabajo se han estudiado
principalmente aquellas metodologias que no emplean el suministro de
agentes externos para provocar un realce de color o aumento de la
fluorescencia, ya que como se ha dicho anteriormente, buscamos una

técnica completamente no-invasiva.

En cuanto a la tecnologia empleada en el diagnéstico precoz de lesiones,
encontramos ya equipos que se encuentran a la venta, como son
MelaFind y MICRO-FLARE. Ambos son de aplicacion cutdnea vy
dermatolégica, ayudando al diagnostico efectivo de melanomas en la
piel. También se basan en el empleo de tecnologia hiper-espectral, no
multi-espectral.

Otros ambitos de aplicacion de la tecnologia para la deteccién precoz
de lesiones han sido: en colonoscopias, en seguimiento de la saturacion
de oxigeno de los tejidos casi en tiempo real (laparoscopias en
trasplantes de utero), deteccidon de venas subcutaneas, etc.

Actualmente, el guiado en tiempo real de cirugias no se encuentra
claramente definido; si bien en muchos articulos se detallan metodologias
para la adquisicidon y procesado de estos datos, se suele encontrar la
problematica del tiempo en que tardan los sistemas en tomar y procesar
el volumen de datos (las imagenes hiper-espectrales llegan a tener hasta
200 bandas).

La tecnologia mas efectiva encontrada ha sido la metodologia ya
patentada “DLP hiperspectal imaging system”, la cual se basa en un
software que permite emision automatica de una luz concreta que ilumine
el tejido de trabajo y un sistema de procesado automatico mucho mas
rapido que los anteriores y en sistema de video.

Esta tecnologia aumenta la eficacia en cuanto al tiempo de procesado
gracias a la toma de tres unicas imagenes por segundo en tres bandas
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claramente definidas y escogidas por el usuario (juego con la fuente de

iluminacion).

El empleo de imagenes multi-espectrales en si se suele emplear para
obtener un pequeno realce del color o para determinar mapas de

inflamacion.

Otro de los problemas que se plantea cuando se emplean dos fuentes
de toma de datos distintas como puedan ser una camara con alta
resolucion espacial y un sistema con alta resolucidon espectral es la
correlacion de los datos, es decir, la superposicion exacta de dos

imagenes de una misma zona de forma automatica.

Por ello, se ha pensado en una combinacién de todas las técnicas
anteriores: se intentara tratar la iluminacion y caracterizaciéon de algun
tipo de tejido de tal forma que con una cadmara empleada convencional
con canales de toma RGB, se puedan realzar algunas caracteristicas
intrinsecas de los tumores para delimitar los margenes de éstos y evitar
asi la problematica en la posterior superposicion de imagenes
provenientes de dos sistemas independientes.

Escoger el iluminante correcto y el filtro que permita el registro de

unicamente el rango del espectro electromagnético de interés sera crucial

para obtener informacion gue pueda ser discriminatoria.

Se intentara tratar la informacién captada en RGB como si fuese
informacion multi o hiper espectral, abaratando los costes del mecanismo

y simplificando los algoritmos de correlacion entre imagenes.

Ademas, como el volumen de datos no se incrementara sustancialmente,
el procesado en tiempo real o con muy poca demora en la visualizacion
puede ser posible.
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La auto-fluorescencia y las diferencias de absorcién de un tipo
concreto de luz por parte de los tejidos biol6gicos sera finalmente

el parametro de estudio del proyecto, pues podremos aprovechar

camaras RGB y no se necesitard suministrar ningin farmaco ni

tincién a los especimenes de estudio.
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3 EXPERIMENTAL EN LABORATORIO

Como consecuencia de la anterior recopilacion de informacion, se ha
planteado un experimental a nivel de Ilaboratorio con el cual se
demostrara como la auto fluorescencia que presentan algunas estructuras
bioldgicas puede ser una herramienta de identificacion y demarcacion de

lesiones.

Para realizar lo anterior se ha seleccionado la fluorescencia de los
dientes (dentina) como parametro de estudio.

El diente estd formado por una estratificacibn de materiales
perfectamente conocida tal y como se muestra en la llustracion 25.

La capa de dentina presenta una fluorescencia roja cuando es iluminada
con luz azul-verdosa. Aunque esta capa se encuentre cubierta por el
esmalte dental, como éste es translucido, la fluorescencia de la dentina
puede ser observada y analizada.

La capa de dentina presenta un color blanco-amarillento distinto al blanco
de la capa superficial de esmalte. A continuacién, mostraremos una
imagen de dos dientes naturales en las cuales podremos distinguir la
capa de dentina del esmalte natural, pues presentan desgastes
sectoriales de la capa de esmalte.

KAIE 7 MEMBRANA

AIVEOLAR
Y huiso SN
AWVEOLAR

llustracion 26-Estructura dental
FUENTE: (74)
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3.1 MATERIAL Y METODOS

3.1.1 FUENTES DE ILUMINACION

Como fuente de emision de luz se ha empleado una bombilla con 15
LED’s de color azul de la marca Paulmann de 230V-1W.

llustracion 27- lluminante empleado
FUENTE: Maria Moncho Santonja

llustracion 28-lluminante empleado
FUENTE: Maria Moncho Santonja
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Se ha optado por este tipo de iluminacidon puesto ya que nos confiere
una luz Dbastante monocromatica (rango azul del espectro
electromagnético) y su coste es muy bajo.

3.1.2 SENSOR DE CAPTURA

El dispositivo empleado para la toma de imagenes tiene dos sensores
de captura, uno RGB con 12 megapixeles y un monocromatico de 20
megapixeles, el cual permite capturar una mayor cantidad de luz en la
escena (efecto similar a un fotomultiplicador). Ademas, permite controlar
el tiempo de exposicion del sensor y nos proporciona un pequeio fichero
con los metadatos (EXIF) de cada una de las imagenes tomadas en el
cual se detallan el valor de apertura, la focal de la imagen, el momento
de toma, el tiempo de exposicidn, etc.

Corresponde con el modelo de sensor integrado en el smartphone
IPHONE X.

En estudios como (75) se emplean distintas camaras integradas en
smartphones y que permiten una efectiva captura imagenes en areas de
piel con gran resolucion de detalle (5 mm) y que permiten obtener un
mapeado de los cromoforos presentes en la zona de estudio.
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1.8 1/254 segundo

4 mm

Evaluation étoilée
Apertura (Nimero-F)
Sensibilidad ISO
Distancia focal

Distancia focal en 35 mm
Flash

Aperture Max
Fecha tomada

Velocidad

Altitud

VersionFlashpix
Radio de zoom digjital

Valor parcial
de exposicion

Modo exposicién

Centro de Investigacion
en Tecnologias Graficas

201SO

iPhone X

1.8
1SO 20
4 mm
28 mm

Flash disparado, modo de
flash obligarorio

02-07-2018 09:50:36 a. m.
0.00 Miles par heure

36.089240 pieds au-
dessus du niveau de la
mer (+/- 0.00)

1.0
0.000000

0.00

Exposicién automética

llustracion 29- Formato de metadatos de las imagenes empleadas
FUENTE: Maria Moncho Santonja

DPI de altura

DPI de anchura
Tamariio del archivo
Profundidad
Qperacién

Espacio de color

Bits comprimidos
por pixel

Contraste

Personalizacion
renderizada

Ganar control
Fuente de luz
Saturacion
Artista
Copyright
Marca
Modelo

Software

72.000000

72.000000

798 KB (797.572 bytes)
8

6

ICC Profile

0
normal
Proceso normal

Estandar
desconocido

normal

Apple
iPhone X

11.4

llustracion 30- Formato de metadatos de las imagenes empleadas

FUENTE: Maria Moncho Santorja
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Modo exposicidn

Programa de exposicion

Tiempo de exposicion

Balance de blancos

Modo métrico

Tipo de captura
de escenario

Tipo de escenario

Método de deteccidn

Tipo de sensibilidad
Nitidez

Resolucién

Relacién de aspecto

Rango de distancia
del sujeto

Modelo de color
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Exposicion automatica
Programa normal

0.003040 -
(1/329 segundo )

Balance automatico
de blancos

Patrén
Estandar

La imagen fue
directamente fotografiada

Sensor de area de color
de un solo chip

desconocido
normal
12,2 MegaPixels

4/3
desconocido

RGB

llustracion 31- Formato de metadatos de las imagenes empleadas

FUENTE: Maria Moncho Santonja
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3.1.3 FILTROS EMPLEADOS
Los filtros empleados para la toma de imagenes son:

1. Filtro Schott VG 9+ (verde) Se trata de un filtro bandpass centrado
en 526nm y que se extiende en el rango [450-633 nm].

llustracion 32- Filtro Schott VG 9 (verde)
FUENTE: Maria Moncho Santonja

2. Filtro Schott RG610+ (rojo) Se trata de un filtro de paso alto que
bloquea el paso de longitudes de onda inferiores a 610 nm.

[ — —
E-JscHoTT
x4 SCHO
L AN~
Filtertyp: RG610
Schmelze: 17635
GroBe: 50 x 50 mm?
Dicke: 2,0 mm
! 110S GribH Mainz

llustracion 33-Filtro Schott RG610 (rojo)
FUENTE: Maria Moncho Santonja

» las especificaciones técnicas mas detalladas de los filtros las encontramos en el Anexo |.
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3.1.4 EXPERIMENTAL

llustracion 34- Imagen de dientes naturales tomada con luz natural y sin filtros especiales
FUENTE: Maria Moncho Santonja

llustracion 35- Zonas de desgaste de la capa superficial de esmalfe dental y aumento de /a

visualizacion de la dentina
FUENTE: Maria Moncho Santonja
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En la llustraciébn 35 observamos como las zonas en las cuales el esmalte
presenta un desgaste, el color es mas amarillento, pues la capa de
dentina se encuentra ya en estratos mas superficiales.

Si la dentina careciese de propiedad de fluorescencia, al ser iluminada
bajo una luz azul, y aunque se aplicase un filtro especial de captura,
por simple reflexion de la luz, la veriamos con menos intensidad que el
resto del esmalte. El color blanco refleja toda la luz visible, mientras que

un color amarillento reflejaria menos cantidad de ésta.

llustracion 36- Imagen tomada con luz AZUL y sin filtros especiales
FUENTE: Maria Moncho Santonja

En la llustracion 36 observamos que con una iluminacion azul pero sin
ningun tipo de filtros, no obtenemos una diferencia en la visualizacion

de las zonas con mayor y menor desgaste del esmalte dental.
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llustracion 37- Imagen tomada con iluminacion AZUL y filtro de paso alto Schott RG610
FUENTE: Maria Moncho Santonja

La llustracion 37 se ha tomado con una iluminacion azul y un filtro de
paso alto que bloquea la entrada al sensor de imagen las longitudes de

onda menores a 610 nm.

En esta imagen podemos observar como las zonas que anteriormente
se mostraban con un mayor desgaste y por tanto una mayor
concentracion de dentina, aparecen en tono mas blanco. Esto se debe
a que la dentina presenta fluorescencia y emision de energia en el rango
rojo del espectro electromagnético.

Ademas, si el filtro RG610 que se coloca delante del objetivo de la
camara no tiene contacto con éste y deja pasar una pequefa cantidad
de luz azul, el efecto de realce de la fluorescencia de las zonas con
desgaste es mayor, como podemos observar en la siguiente imagen.
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llustracion 38- Imagen con luz AZUL y filtro RG610 sin bloqueo completo de la luz iluminante
FUENTE: Maria Moncho Santonja

A continuacién, se observara una estructura bucal completa para la
identificacion de piezas bucales naturales y proétesis artificiales.

La cavidad de estudio Qﬁﬁ’ s ;
— Dientes caninos

presenta todos los Q Q , _
— plientes premaoilares

incisivos y caninos Q Q '

inferiores artificiales,

——— Dientes molares
conservando naturales los

pre molares y molares. * Muela del juicio

llustracion 39-Nomenclatura estructura bucal inferior
FUENTE: http://www.clubratoncitoperez.es/blog/wp-
content/uploads/2016/02/imagen-dientes-corregida.jpg

Al iluminar la cavidad bucal de una persona con implantes bajo luz
visible y azul y sin aplicar ningun tipo de filtros, no es facil diferenciar
el diente natural de la protesis.

A continuacién, se muestran una serie de imagenes tomadas bajo

iluminacion normal y bajo una ladmpara de luz azul.
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llustracion 40-Cavidad bucal perspectiva frontal con luz natural sin filtros
FUENTE: Maria Moncho Santonja

llustracion 417-Cavidad bucal perspectiva lateral con luz natural sin filtros
FUENTE: Maria Moncho Santonja

llustracion 42-Cavidad bucal perspectiva frontal con luz AZUL sin filtros
FUENTE: Maria Moncho Santorja
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llustracion 43-Cavidad bucal perspectiva frontal y lateral con luz AZUL y filtro Schoit VG 9
FUENTE: Maria Moncho Santonja

En la ilustracion 43, se ha capturado la sefal emitida en el rango azul-
verde-amarillo-naranja del espectro electromagnético. No se observa
ninguna diferencia en la visualizacion de la estructura dental que pueda
dar indicios de la diferente naturaleza que los dientes presentan.

El filtro empleado, es un filtro de paso de banda Schott VG9 [450-633
nm], centrado en 526 nm. Sus especificaciones técnicas se muestran el

el Anexo |I.

llustracion 44- Cavidad bucal perspectiva frontal y lateral con luz AZUL y filtro ROJO Schott
RG610
FUENTE: Maria Moncho Santonja

El filtro empleado en la llustracion 36, y como se puede comprobar en
su ficha técnica que se adjunta posteriormente es un filtro de paso alto,
el cual bloquea la entrada de longitudes de onda menores a 610 nm en
el objetivo de la camara.
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llustracion 45- Cavidad bucal perspectiva frontal y lateral con iluminacion AZUL y filtro ROJO
Schott RG610
FUENTE: Maria Moncho Santonja

La llustracibn 45 se ha editado con el programa Lightroom CC,
elimindndole el tono Rojo, obteniéndose asi una imagen mas clara de
la diferencia de fluorescencia entre el esmalte natural (provocada por la
dentina) y las protesis artificiales.

En la llustraciobn 44 podemos observar claramente como al seleccionar
adecuadamente un iluminante y un filtro de captura de la imagen (que
restringa el rango del espectro electromagnético donde se puede
distinguir el fenébmeno de la fluorescencia) se consigue una mejora en

la visualizacion de las estructuras de interés.
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4 LINEA DE TRABAJO FUTURA

Una vez demostrada la viabilidad de la técnica, del presente proyecto

surge una linea de investigacion que se pretende seguir desarrollando

en el Centro de Investigacion en Tecnologias Graficas.

Como punto de inicio, se han presentado:

Solicitud de 2018 - Subprograma C PARA LA REALIZACION DE
ACCIONES PREPARATORIAS DE APOYO A LA EXPLORACION
Y FORMULACION DE FUTUROS PROYECTOS DE
INVESTIGACCION/INNOVACION CONJUNTA ENTRE
INVESTIGADORES DE LA UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA E INVESTIGADORES/PROFESIONALES DEL
HOSPITAL UNIVERSITARI | POLITECNIC/INSTITUTO DE
INVESTIGACION SANITARIA LA FE.

TITULO DE LA ACCION PREPARATORIA: Discriminacion de tejidos
por multi-filtrado de longitudes de onda.

Articulo de investigacion para el congreso INNODOCT 2018 que
tendra lugar en Valencia entre los dias 14 y 16 de Noviembre de
2018.%*

TITULO DEL ARTICULO PRESENTADO: Captura y andlisis de la auto-
fluorescencia en tejidos biologicos para la identificacion y demarcacion

de lesiones.

*»* Se muestra en el Anexo Il el resumen del articulo presentado.
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Capturay analisis de la autofluorescencia en tejidos biol6gicos para la
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Abstract

Los croméforos son sustancias caracteristicas que se encuentran en determinados tipos de
células. Estas sustancias hacen que las células respondan de una manera particular frente a
la incidencia de una luz especifica. En concreto los cromoforos son los responsables de la
autofluorescencia de determinadas células. En este trabajo se muestra como el uso de técnicas
de iluminacion y filtrado de la imagen aprovechan estas propiedades para llegar a distinguir
dentro de un mismo tejido, posibles lesiones no visibles a simple vista. En el trabajo se expone
cémo estas técnicas podrian llegar a mejorar determinados procesos quirdrgicos permitiendo
al cirujano disponer de una informacion mas completa y detallada durante la propia
intervencion.

Palabras clave: Cromdforos, autofluorescencia, fuentes de luz, tejidos.

In certain cell types substances called Chromophores are found. These substances are
responsible of a particular way to the incidence of a specific light. Specifically, chromophores
are responsible for the autofluorescence of certain cells. This work shows how the use of
lighting techniques and image filtering take advantage of these properties to get to distinguish,
even in a tissue, possible injuries not visible by the human eye In the paper, we explain how
these techniques could improve certain surgical procedures, allowing the surgeon to have more
complete and detailed information during the intervention itself.

Keywords: Chromophores, autofluorescence, lighting techniques, tissues.
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