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Resumen

Solo mencionar el nombre ‘diabetes mellitus’ produce en cualquier individuo una
sensacion de nerviosismo, ansiedad y en muchos casos temor. Esto debido a que
dicha enfermedad rapidamente se ha situado como una de las que presentan uno de
los indices de mayor crecimiento entre la poblacion mundial, y junto a sus
complicaciones han probado ser uno de los mayores problemas socio-econémicos
que afectan de forma considerable a la poblacion. De entre las varias complicaciones
de la diabetes, el pie diabético, es una de las mas alarmantes de este grave problema,
ya que los pacientes diabéticos presentan un riesgo latente de desarrollar Glceras en
las extremidades inferiores; siendo estas Ulceras la principal causa de amputaciones
no traumaticas en el mundo. Como es el caso de otras enfermedades cronicas, el
diagnostico precoz del pie diabético previene que esta complicacion derive en una
indeseada amputacion.

Los métodos y técnicas empleadas tradicionalmente por personal médico para
diagnosticar el pie diabético estan limitadas a la agudeza visual, al tacto del médico
tratante y a instrumentacion con cierto grado de imprecision y poca exactitud, pues
estan basados principalmente en la observacion y la palpacion fisicas con dichos
instrumentos.

El presente trabajo pretende hacer un aporte a la solucion de este problema
obteniendo informacion diagnoéstica de apoyo, mediante el uso de técnicas dpticas
tradicionales y modernas como lo son la microscopia y la espectroscopia de reflexion
difusa (ERD), el desarrollo de un sistema dptico-computacional que contempla la
implementacién de un prototipo experimental para la documentacion y registro de
imagenes a color de sitios corporales en riesgo de sufrir una lesiones.

Ademas, la solucion al problema identificado contempla el uso de software dptico
comercial y el desarrollo de software propio para la validacion de datos obtenidos a

partir del estudio realizado.



Abstract

Just mentioning the name "diabetes mellitus” produces in any individual a feeling
of nervousness, anxiety and in many cases fear. This is because this disease has
quickly positioned itself as one of those with the highest growth rates among the
world population, and together with its complications, they have proven to be one of
the biggest socio-economic problems that significantly affect the population. Among
the various complications of diabetes, diabetic foot is one of the most alarming of
this serious problem, since diabetic patients have a latent risk of developing ulcers
in the lower extremities, these ulcers being the main cause of amputations in the
world. As is the case with other chronic diseases, the early diagnosis of the diabetic
foot allows taking the necessary measures to prevent this complication resulting in
an unwanted amputation.

The methods and techniques traditionally used by medical personnel to diagnose
diabetic foot are limited to visual acuity, to the touch of the treating physician and
instrumentation with a certain degree of imprecision and little accuracy, as they are
mainly based on physical observation and palpation with said instruments.

The present work aims to make a contribution to the solution of this problem by
obtaining supportive diagnostic information, through the use of traditional and
modern optical techniques such as microscopy and diffuse reflection spectroscopy
(DRS), the development of an optical computational-system that contemplates the
implementation of an experimental prototype for the documentation and registration
of color images of body sites at risk of injury.

In addition, the solution to the problem identified includes the use of commercial
optical software and the development of its own software for the validation of data
obtained from the study carried out.
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Capitulo 1. Introduccion

Capitulo 1

INTRODUCCION

RESUMEN

Una de las complicaciones méas preocupantes derivada de la diabetes es el pie
diabético, este padecimiento ha ido en aumento afectando a un nimero cada vez
mayor de pacientes diabéticos en el mundo [1].

En el campo de la Optica desde hace algunas décadas las investigaciones
realizadas se han orientado también a resolver problemas intrinsecos de la medicina;
de forma particular se han llevado a cabo diversos trabajos para detectar de forma
precoz lesiones en uno de los tantos 6rganos que existen en el cuerpo humano,
especificamente en la piel humana. En este contexto podemos hallar técnicas y
métodos Optico-computacionales como la espectroscopia de reflexion difusa (ERD),
microscopia e imagenes multiespectrales asi como el procesamiento digital de
imagenes entre otras que asisten a los métodos tradicionales en la deteccion del pie
diabético.

Existen trabajos de ERD para monitorear la ulcera de pie diabético como el de
Anand et al. [2], o como el de Yang H. et al. [3] para determinar las propiedades
Opticas de un tejido, sin embargo en estos trabajos las técnicas se usan de forma
aislada. No existe un procedimiento o sistema que considere de forma integral el uso
de estas diferentes técnicas en conjunto, esta parte del trabajo de tesis abordara la
descripcion para la posterior implementacion de un sistema integral con base en
diferentes técnicas Opticas antes mencionadas asi como el desarrollo de un prototipo
que permita el monitoreo y documentacion de zonas corporales de tejido en riesgo

de sufrir ulceracion en pacientes diabéticos.
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1.1 ANTECEDENTES

La diabetes mellitus (DM) es considerada actualmente por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) como una epidemia, afectando segun sus estimaciones del afio
2014 a 422 millones de adultos en el mundo [4], en México la ENSANUT MC 2016
(Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino) reporta que existen
cerca de 11 millones de mexicanos que padecen esta enfermedad [5], la diabetes
mellitus es la segunda causa de muerte en México solo por debajo de las
enfermedades del corazén y de acuerdo al INEGI (Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia) en 2017 murieron 106 525 mexicanos debido a la diabetes.
Estimaciones muestran que cerca de un 15 % de las personas con DM presenta pie
diabético en algin momento de su padecimiento y 5 % concluyen en amputacién de
alguna extremidad inferior, asociado a este hecho se ha observado que el riesgo de
mortalidad en pacientes diabéticos que ha experimentado una amputacion se duplica
en relacion con pacientes que no desarrollan este tipo de lesiones [6].

Se ha observado que una deteccion anticipada de las alteraciones que sufre el pie
en pacientes con diabetes es critica debido a que mas de la mitad de ellos no
presentan sintomas, con lo que se incrementa el riesgo de desarrollar Ulceras,
infeccion y amputacion. La metodologia tradicional para la exploracion del pie-
diabético contempla en un primer paso la elaboracién de un historial clinico
(Anamnesis), y como segundo paso la inspeccidn /palpacion de la zona en riesgo.

Para realizar este segundo paso suele utilizarse una metodologia que implica: a)
inspeccion periddica y b) un examen de riesgo. La inspeccion periodica basicamente
consiste en examinar a los pacientes diabéticos al menos una vez al afio y a pacientes
con riesgo confirmado al menos una vez cada 6 meses 0 menos, por su parte el
examen de riesgo contempla: 1) la Exploracion neuroldgica para determinar la
perdida sensorial (presion, vibracion, tacto y reflejos), para ello se utilizan diversas
técnicas e instrumentos manuales como el Monofilamento de Semmens-Weinstein

entre otros, 2) la Exploracion osteoarticular con la cual se realiza una radiografia
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simple para poder determinar la existencia de posible destruccion Gsea en la zona en
riesgo y finalmente 3) la Exploracion vascular que detecta cambios en la morfologia
vascular, inducida posiblemente por un deterioro de las paredes arteriales [7].

No obstante en el campo de la Optica y especificamente en la dptica biomédica,
actualmente se utilizan diversas técnicas Opticas no invasivas como métodos de
deteccidn de anomalias en tejidos. En algunos casos para comprobar la presencia de
estas, resulta importante determinar el valor de ciertos pardmetros como son:
cantidad, velocidad y flujo de ciertos fluidos como por ejemplo la sangre, el nivel de
oxigenacion de ciertas zonas corporales, o incluso dimensién de ciertos 6rganos
internos del cuerpo humano. EIl aumento o disminucion de estos parametros suelen
ser bajo ciertas circunstancias, indicadores del inicio y desarrollo de algun
padecimiento.

La SEACV (Sociedad Esparfiola de Angiologia y Cirugia Vascular) ha emitido
ciertas recomendaciones sobre las zonas que deben explorarse con regularidad en el
pie de los pacientes diabéticos con el fin de identificar factores de riesgo. Algunas
de estas recomendaciones son: a) Exploracion vascular en las areas tibial posterior,
pedio, popliteo y femoral del pie para descartar posible arteriopatia que esté ligada
al pie diabético, y b) determinacion de la temperatura y coloracion de la piel en las
areas antes mencionadas; estos indices pueden revelar algin grado de isquemia. La
SEACYV expresa que estas zonas corporales estan relacionadas directamente a la
aparicion de lesiones, incluso personal médico experimentado en el ambito del pie
diabético confirma estas recomendaciones [1]. En este tenor la microscopia Optica
permite documentar de forma detallada mediante imégenes de gran calidad y alta
amplificacion ciertas modificaciones o alteraciones en zonas corporales especificas,
asi como la vasculatura presente en estas, aunado a esta técnica el procesamiento
digital de imagenes representa otra potente herramienta en la deteccion de anomalias
en estas zonas de riesgo. A través del analisis mediante algoritmos computacionales

diseflados especialmente para tal propésito, es posible estimar distintas
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caracteristicas de estas regiones como el color de la piel, temperatura incluso
dimensiones de elementos inmersos en ellas.

Existen otras técnicas como la ERD (espectroscopia de reflexion difusa) mediante
la cual es posible obtener informacion del nivel de oxigenacién presente en zonas de
tejido en riesgo de sufrir lesiones que pueden evolucionar hacia una ulceracion y
lamentablemente en una amputacién. Los datos de saturacion de oxigeno obtenidos
mediante esta técnica pueden con el andlisis de médicos especialistas detectar
cambios de forma temprana en la zona analizada, que indiquen que dicha zona de
tejido comienza a comprometerse y que estd propensa a evolucionar hacia el
desarrollo de una Ulcera. De este modo el médico tratante puede actuar en
consecuencia y tomar las medidas preventivas pertinentes que impidan el desarrollo
de una lesién mayor.

Con todo lo anterior sin embargo, es de suma importancia poder verificar la
validez de los datos obtenidos al realizar un estudio de esta naturaleza, por lo cual se
hace necesario disefiar métodos y procedimientos que permitan realizar esta
comprobacion.

En el campo de la ERD se analiza la interaccion de la luz con medios turbios a
través de la obtencion del espectro de reflexion difusa (EsRD) de dicho medio. A
partir del ESRD es posible extraer los parametros 6pticos que caracterizan al objeto
de estudio, con estos datos se realiza la interpretacion para la toma de decisiones que
conduzcan a un apropiado diagnoéstico o en su defecto a un adecuado tratamiento de
un paciente que muestra evidentes factores de riesgo. No obstante como se indico es
importante validar los resultados obtenidos en la extraccion de los parametros
Opticos, esta validacion con frecuencia se realiza mediante el uso de los llamados

imitadores de tejido o phamtoms [8].
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1.2 MOTIVACION

Para la definicion de este trabajo de tesis se consultd al sector salud de la region
de Tulancingo, Hgo., especificamente al Hospital General Tulancingo, en su
departamento de Ensefianza e Investigacion, y en reuniones con personal médico
dedicado al tratamiento de pacientes diabéticos, se concluyé que los métodos
tradicionales utilizados para el diagndstico del pie diabético en regiones sub-urbanas
como lo es Tulancingo, son todavia en la actualidad relativamente y hasta cierto
punto rudimentarios pues implican Unicamente la anamnesis del paciente, la
exploracion visual y tactil mediante instrumentacion que en muchos casos carece de
precision y exactitud para la valoracion de zonas con riesgo de lesiones y en el mejor
de los casos se emplean estudios clinicos costosos, que si se emplean con frecuencia
representan una carga econdmica fuerte para el paciente si es que este no cuenta con
algun tipo de seguro de salud. El aporte propuesto en este trabajo de tesis representa
una opcion menos costosa y mas accesible para la poblacion de ésta region, ademas
supone una herramienta moderna e innovadora que pretende proporcionar apoyo al
personal médico que procura un diagndstico temprano, preciso y acertado del pie
diabético.

1.3 JUSTIFICACION

El trabajo que aqui se presenta tiene como propodsito principal el uso de las
técnicas de microscopia Optica, espectroscopia de reflexion difusa y procesamiento
digital de imégenes todas no invasivas, mediante las cuales se aspira a proporcionar
informacion valiosa al momento de realizar la evaluacion del estado de salud de
zonas de tejido en riesgo de sufrir lesiones o que en su defecto ya presentan una
lesién, esto debido a la capacidad y alcance visual y cuantitativa que los sistemas
oOpticos involucrados poseen. Informacion visual y cuantitativa que la percepcion del
0jo humano no puede identificar ni registrar, y que sin embargo es posible obtener

mediante dispositivos opticos para dicho proposito.
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo General

Hacer uso de las técnicas de microscopia éptica y espectroscopia de reflexion
difusa (ERD) en combinacion con algoritmos de procesamiento digital de imagenes
y de extraccion de los parametros fisiologicos para evaluar la salud de tejido cutaneo

y ulcerado en pie de pacientes diabéticos.

1.4.2 Objetivos Particulares

Desarrollar sistemas de documentacion y analisis a través de la adquisicion de
imagenes digitales microscdpicas, macroscopicas y su procesamiento.

e Desarrollo de programas en el software MATLAB, que realicen la
adquisicion de imagenes digitales capturadas con sensores
bidimensionales o camaras digitales e instrumentacion de microscopia.

e Implementacion de un algoritmo en el software MATLAB para obtener
las dimensiones fisicas reales de objetos, a partir del procesamiento digital
de las imagenes microscopicas de dichos objetos.

Desarrollo de algoritmos computacionales para la extraccion de los pardmetros
fisiolégicos de interés diagnostico, como son:

e Saturacion de oxigeno, fraccion volumétrica de sangre y otros a
considerar.

e Revisar y asimilar el marco tedrico relacionado al transporte de luz en
medios turbios, por el hecho de contener diversos modelos de la
distribucion de luz en funcion de los parametros épticos.

Crear una base de datos de referencia con valor diagnostico, con los resultados
del estudio y analisis a un grupo de control conformado por voluntarios, que implica
la realizacion de mediciones de ERD y la adquisicion de imagenes macroscépicas en

zonas corporales de interes.
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1.5 PROPUESTA DE SOLUCION

La solucion del problema central de este trabajo de tesis de maestria en
computacion oOptica es de naturaleza tedrico-experimental y se aborda empleando
técnicas Opticas tradicionales y modernas.

En el Capitulo 2 se hace uso de la microscopia Optica y el procesamiento digital
de iméagenes, en este capitulo se describe la implementacién de un arreglo optico-
computacional que contempla la documentacion y analisis de zonas de interés del
pie diabético en un nivel microscopico a través de la obtencion de imagenes digitales.
Se disefidé un algoritmo que realiza el procesamiento digital de dichas imagenes y
permite obtener las dimensiones fisicas de vasos capilares, se probd a nivel
laboratorio en un modelo bioldgico sencillo y semejante al tejido humano.

En el Capitulo 3 se realizd un andlisis del desempefio de un algoritmo que
determina los parametros fisiologicos de tejido bioldgico, para lo cual se utilizaron
espectros sintéticos de prueba. Estos espectros se simularon en relacion a modelos
opticos con diferente nivel de complejidad y que muestran caracteristicas similares
a los medidos experimentalmente, como el nivel de ruido que estos presentan.

En el Capitulo 4 se describe la implementacion de un sistema de documentacion
que contempla la toma de iméagenes digitales de calidad, asi como el registro del
espectro de reflexion difusa (EsRD) de zonas de interés. Con lo cual se pretende
identificar anticipadamente alteraciones importantes en la estructura biologica de los
tejidos y asi proporcionar informacion diagnoéstica al personal médico a cargo. Se
establecio inicialmente un grupo de control de estudiantes voluntarios no diabéticos
para contrastar los datos procedentes de estos voluntarios “sanos”, con datos

relacionados a pacientes diabéticos en riesgo de desarrollar una lesion.

Finalmente en el Capitulo 5 se presentan las conclusiones generales de este

trabajo de tesis.

24



Capitulo 1. Introduccion

1.6 REFERENCIAS

[1] Abddn Toledo, et al., “Pie Diabético: De la fisiopatologia a la clinica”, Diabetes
Internacional, VVolumen I, N° 3. Afio 2009.

[2] Suresh Anand, et al., “Diffuse reflectance spectroscopy for monitoring diabetic
foot ulcer — A pilot study”, Biomedical Engineering Group, Department of Applied
Mechanics, Indian Institute of Technology Madras, Chennai 600036,India, &
2013ElsevierLtd.

[3] Yang H., Xie S., Li H., Lu Z., “Determination of human skin optical properties
in vivo from reflectance spectroscopic Measurements”, March 10, 2007 / Vol. 5, No.
3/ CHINESE OPTICS LETTERS.

[4] OMS (Organizacion Mundial de la Salud), “Informe Mundial Sobre La
Diabetes”, Resumen de Orientacion, World Health Organization 2016,
WHO/NMH/NVI1/16.3, www.who.int/diabetes/global-report

[5] ENSANUT MC 2016 (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
2016), Informe final de resultados, Instituto de Salud Publica, SECRETARIA DE
SALUD.

[6] Cisneros-Gonzalez N, Ascencio-Montiel 1J, Libreros-Bango VN, Rodriguez-

Vazquez H, Campos-Hernandez A, Davila-Torres J, Kumate-Rodriguez J, Borja-
Aburto VH. indice de amputaciones de extremidades inferiores en pacientes con
diabetes. Rev Med Inst Mex Seg Soc 2016; 54(4):472-9.

[7] Mompeéan Oliva F., et al., “Diagnoéstico y Tratamiento del pie diabético, tlceras
por presion y ulceras venosas”, Documentos clinicos de interés, Servicio de Cirugia
General, Hospital Universitario Virgen Macarena y Area, Servicio Andaluz de
Salud, CONSEJERIA DE SALUD.

[8] Zhang L., “Determination of optical coefficients of biological tissue from a single

integrating-sphere”, Journal of Modern Optics, Vol. 59, No. 2, 20 January 2012.

25


http://www.who.int/diabetes/global-report

Capitulo 2. Métrica de vasos capilares superficiales en muestras de tejidos
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Capitulo 2

METRICA DE VASOS CAPILARES
SUPERFICIALES EN MUESTRAS DE
TEJIDOS EX-VIVOS ANIMALES A
PARTIR DE IMAGENES OPTICAS
DIGITALES, ADQUIRIDAS CON UN
SISTEMA MICROSCOPICO SIMPLE

2.1 INTRODUCCION

Diversas técnicas Opticas de caracter no-invasivo que conllevan la medicion de
distintos parametros quienes proveen informacion de caracter diagnostico en el
ambito de la medicina, han sido desde hace tiempo objeto de gran interés para
muchos investigadores en el campo de la dptica. Tal es el caso que involucra la
determinacion de las dimensiones fisicas de elementos presentes en Organos Yy
estructuras internos del cuerpo humano.

El valor de estos pardmetros puede ser un indicativo de que un paciente padece
cierta patologia o simplemente que esta en riesgo de desarrollarla. En este contexto
la estimacion del didmetro de los vasos sanguineos ha sido objeto de estudio en
diferentes trabajos de investigacion.

Postnov et al. propusieron un algoritmo computacional mediante el cual se
obtiene una mascara dinamica de los vasos sanguineos a partir de la técnica laser-
speckle de adquisicion de iméagenes, el cual traduce los cambios relativos de la
velocidad de la sangre en la dindmica relativa del flujo de sangre obteniendo asi una
mascara binaria dindmica del vaso junto con su diametro y el perfil del vaso [1], en
este contexto Shams Kazmi et al., en su analisis del contraste en imagenes mediante

la técnica speckle revelaron que el contraste de flujos vasculares tipico obtenido
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mediante ésta técnica no representa ni la medida del flujo volumétrico ni la velocidad
de las particulas, sino el producto de la velocidad y diametro del vaso [2].

Watkins et al. realizaron un estudio sobre la funcién vascular en vivo, usando
una plataforma optimizada de imagenes de alta velocidad para obtener informacion
cuantitativa en tiempo real, siendo este el objetivo general de su trabajo, sin embargo,
uno de los objetivos particulares fue la determinacion del diametro de los vasos
sanguineos [3].

Kandanih et al. implementaron un sistema de micro-deteccion altamente fiable
mediante la captura de imagenes digitales y su procesamiento [4].

El objetivo de esta seccion es la implementacion de un arreglo Optico-
computacional para la documentacion y andlisis de zonas de interés en el pie de
pacientes diabéticos a nivel microscépico y el desarrollo de un algoritmo para la
extraccion de informacion de valor diagndstico.

Especificamente, el arreglo propuesto se ha probado a nivel de laboratorio
mediante el uso de un modelo bioldgico relativamente sencillo que tiene una
estructura basica y centros de absorcidn y esparcimiento semejantes a los del tejido
humano. Este modelo incluye tejido subcutaneo de espesor variable en el cual tiene
lugar la absorcion y el esparcimiento de la luz, asi como elementos “puramente
absorbentes” (la hemoglobina contenida en los capilares). Aunque, el modelo no
refleja en su totalidad la estructura y composicion de las zonas clasicamente
afectadas por la diabetes, si nos permite extraer conclusiones relevantes de como
realizar la tarea de medicion de los vasos sanguineos a partir de imagenes digitales.

A continuacion se describen los detalles de este estudio.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Preparacion de un patrdn de referencia

Se confecciond un patrén de referencia utilizando el segmento de un objeto
(alambre de cobre magneto) de forma cilindrica con diametro conocido. El segmento
de este objeto fue cortado a una longitud aproximada de 25 mm, colocado, alineado
de forma concéntrica y fijado a un vidrio (del tipo usado para la elaboracion de

ventanas) de dimensiones 40mmx30mmax3mm como se aprecia en la Figura 2.1.

a)
Figura 2.1. a) Patron de referencia confeccionado y b) micrémetro utilizado (modelo SOMET) para medir

el diametro del objeto que conforma el patrén de referencia.

El didmetro de este objeto fue medido previamente usando un micrémetro
(modelo SOMET, que tiene un error asociado de 10 um) obteniendo el valor de: 110
um +/- 0.9679. EI valor para 6=0.9679 se obtuvo a partir de la ecuacion (2.1) que
se muestra en la siguiente pégina, considerando como entrada los valores de 20

mediciones subsecuentes del patron de referencia.
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n—1

o= |— Z(xi—f)z (2.1)

donde

o . Es la desviacion estandar

n : Es el nimero de mediciones

x; - Son los valores observados en las mediciones

X : Es el valor medio de las mediciones

Se decidio utilizar la expresion (2.1) debido a que el namero de mediciones es un
numero finito; cabe mencionar que la desviacion estandar (c), en metrologia con
estudios de incertidumbre aletoria representa el nivel de precision obtenido: mide
que tan dispersos estan los datos alrededor del valor medio de estos, es decir, que un
valor pequefio de ¢ se traduce en mayor repetibilidad y por ende en un elevado nivel
de precision del resultado [5].

En relacion al numero de mediciones elegido, no es posible recomendar un
numero ideal de mediciones n: este depende de cada medicidn epecifica y sus
condiciones y exigencias particulares. Sin embargo se tomaron en cuenta las
siguientes consideraciones:

e Para minimizar el efecto de los errores aleatorios en las mediciones, se
recomienda realizar el mayor nimero de mediciones posible, no obstante,
son muchos los casos donde es necesario realizar el minimo de
repeticiones requeridas, de otro modo aumenta el tiempo de medicion y
puede resultar contraproducente.

e Son pocos los casos donde es recomendable considerar n mayor de 10,
salvo cuando se caracterizan instrumentos o patrones, o se hacen
mediciones o calibraciones de alta exactitud [6].

Por lo anterior se eligié n = 20, debido a que no implico un tiempo elevado en la

medicion y permite disminuir la incertidumbre aleatoria.
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2.2.2 Preparacion de las muestras bioldgicas

Las muestras se confeccionaron a partir de piezas de pollo (generalmente el
muslo) obtenidas a partir de proveedores de un mercado local de la ciudad de
Tulancingo, Hidalgo, México. El tiempo transcurrido desde el sacrificio del animal
hasta el inicio de la preparacion de la muestra oscila en el intervalo 4 - 7 horas para
todas las muestras estudiadas. Antes de proceder a la separacion de la piel de la pieza
de pollo, ésta se enjuaga con agua comun del grifo y es secada con toallas adecuadas
0 espontaneamente mediante evaporacion. Para la separacién de la piel, se coloca la
pieza de pollo sobre una tabla de corte y posteriormente se desprende la piel
sujetando un extremo de la piel con una mano mientras que con un instrumento de
corte (cutter) se realizan cortes finos entre la superficie del musculo y el tejido
conectivo de la piel procurando no dafiar la misma.

Una vez retirada la piel, se selecciona una zona de la superficie interna
(hipodermis) sobre la que visualmente se observen capilares, debido a que estos
elementos son los principales objetos de interés en este estudio. Los capilares
identificados son usados como puntos de referencia central para que a partir de ellos
se marque y corte una porcion de tejido de dimensiones aproximadas de
35mmx25mm (alto, ancho). Esta seccion de tejido se coloca sobre una placa de
vidrio de bajo costo de dimensiones 40mmx30mmx3mm la cual se usa como porta
muestras.

Las dimensiones de la muestra y el porta muestras han sido seleccionadas
considerando el espacio destinado a la ubicacion de ellos en el arreglo Optico y a que
la extension de la muestra sea adecuada para cumplir el objetivo planteado en esta
seccion de la tesis. Finalmente, la muestra de tejido extraido se sujeta a la placa de

vidrio usando bandas elasticas (ligas) como se observa en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Muestra confeccionada con una seccion de piel de pollo, fijada al porta muestras de vidrio

mediante bandas elasticas.

2.2.3 Arreglo optico-computacional

Se montd un arreglo éptico computacional con el fin de realizar la adquisicion y
andlisis de imagenes con informacién microscopica de zonas seleccionadas de la

muestra.

En la Figura 2.3 se aprecia el esquema del arreglo éptico computacional utilizado
para la adquisicion y andlisis de imagenes con informacion microscopica de zonas
seleccionadas de la muestra.

El arreglo consta de los bloques principales:

e B1) Sistema de iluminacién mediante fibra Optica.
e B2) Porta muestras mecanico con ajuste micrométrico xyz.
e B3) Sistema formador de imagen del tipo objetivo-camara.

o ) Sistema de adquisicion y andlisis de imagenes.
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Arreglo Optico

Sistema
micrométrico de
posicionado xyz

Objetivo Camara

' 10x
7_‘. b r‘l‘

CMOS

Haz de luz

PEZEANE transmitido

incidente
(esquema de
iluminacion
campo brillante)

Procesamiento de
Imagenes

Determinacion

Conjunto Tamafrio Objeto

(2 lentes)
colimador

Conjunto
(2 lentes)
enfoque

Fuente de
lluminacion

Figura 2.3. Representacion esquematica del arreglo optico-computacional implementado para la
adquisicion y analisis de imagenes Opticas digitales correspondientes a objetos microscdpicos, se divide en
los siguientes bloques: B1) Sistema de iluminacién mediante fibra dptica, B2) Porta muestra mecanico con

ajuste micrométrico xyz, B3) Sistema formador de imagen del tipo objetivo-cdmara, =4) Sistema de

adquisicion y analisis de imagenes digitales.

1) Sistema de iluminacion mediante fibra dptica: estd compuesto por una fuente de
iluminacién de halégeno de 150 watts de consumo eléctrico (DC-950 Fiber-Lite®,
Dolan-Jenner) que concentra mediante un espejo eliptico la imagen del foco
luminoso. El haz luminoso divergente desde esta zona es colimado mediante un
conjunto de dos lentes (cada lente es de una lupa de cristal, ALIAMEX 40 mm de
didmetro) de distancia focal equivalente f= 85.0 mm colocadas dentro de una
montura de plastico. Un segundo conjunto de dos lentes idéntico al anterior se ha
colocado a una distancia de 86.5 mm del primer conjunto de lentes con el objetivo
de hacer converger el haz luminoso sobre un extremo de la fibra éptica multifibra
(B472-002112007072, Dolan-Jenner) de un diametro util D = 6.35 mm. EI espacio

comprendido entre ambos conjuntos de lentes se reserva para colocar un filtro
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espectral (VariSpec™ VIS, Perkin EImer) que se usa en otros estudios de esta tesis.
El otro extremo de la multifibra se utiliza para iluminar a la muestra desde atras
mediante el conocido esquema de iluminacion posterior.

2) Porta muestra mecanico con ajuste micrométrico xyz. Consiste en realizar una
modificacion reversible ligera a un sistema de posicionado micrométrico para
pinhole (Filtro espacial 900, Newport) que permite mover al porta muestras de vidrio
en un plano xy perpendicular al eje dptico y a lo largo del éste segln el eje z. La
precision del desplazamiento en cualquiera de los tres ejes coordenados es de 10 um.

3) Sistema formador de imagen del tipo objetivo-camara: como su propio nombre
lo indica, este es un sistema de microscopio relativamente simple que consta de un
objetivo para formar una imagen real e invertida y del sensor bidimensional de una
camara digital que registra los niveles de intensidad de la imagen formada. El
objetivo usado es del tipo conjugado finito (M-10x, Newport) y tiene los siguientes
pardmetros: amplificacion 10x, apertura numérica NA = 0.25 y distancia de trabajo
WD = 5.5 mm. Este objetivo pertenece a la norma alemana DIN por lo que su
distancia tubo dptica es de 160 mm. La cdmara digital utilizada es del tipo CMOS
(Flea®3 FL3-U3-13S2C-CS 1/3" Color USB 3.0, POINT GREY) que cuenta con un
tamafo del sensor de 1/3 pulgadas, un numero de pixeles de 1328 x 1048
(horizontalxvertical) y un tamafio de los mismos de 3.63 um x 3.63 um. El sistema
se caracteriza por un campo visual de 846.66 um atendiendo a la determinacion de

este parametro segun la formula (3):

FOV camara-objetivo=dimension del sensor de la cAmara/Amplificacion del objetivo
(2.2)

4) Sistema de adquisicion y andlisis de imagenes digitales. El sistema de
adquisicion y andlisis de imagenes digitales microscopicas esencialmente lo
constituyen dos algoritmos computacionales implementados en el software de
programacion MATLABB (R2014a 8.3.0.532) denominados como: Algoritmo de
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adquisicion de imagenes y Algoritmo de analisis de imagenes y sus scripts de
MATLAB son respectivamente: Captura_Imagenes_PointGrey.m y
Cuantifica_lmagenes01.m. A continuacion se describe cada uno de estos dos scripts:
Captura_Imagenes_PointGrey.m: el script tiene una estructura sencilla: tiene un
numero pequefio de lineas de codigo, no incluye estructuras de control y se ejecuta
de forma secuencial. El programa se ejecuta en el siguiente orden: 1) se establece la
comunicacion entre el sensor CMOS y la computadora, usando el comando ‘video
input’, en esta parte del programa se definen las caracteristicas del sensor CMOS,
resolucién, modo y canal en el que trabaja el sensor, 2) se previsualiza la imagen
digital en una ventana con el comando ‘preview’ en tiempo real (ya sea del patron
de referencia o la muestra a estudiar), enseguida se le indica al usuario mediante un
mensaje, que es momento de enfocar manualmente la imagen del objeto en el sensor
con el movimiento axial de la muestra con respecto al objetivo, 3) la captura y
registro de la imagen se lleva cabo empleando los comandos: ‘imshow’ ¢
‘imwrite’, estos permiten visualizar la imagen adquirida en un ventana distinta a
la inicial y almacenarla en el instante en que el usuario pulsa la tecla ‘enter’. L0s
archivos se guardan en la misma carpeta donde se aloja el archivo de adquisicién con
el nombre y extension que previamente han sido definidos por el usuario. Los
detalles de este script se encuentran en el Apéndice A de este trabajo.
Cuantifica_Imagenes01.m: La ejecucion de este script se realiza en dos etapas
principales: a) Determinacion de la relacion de equivalencia entre la dimensién fisica
y la dimensidn en pixeles del patron de referencia a partir de su imagen microscopica
digital, y b) Determinacion de las dimensiones fisicas de un objeto de interés a partir
de su imagen microscopica digital y la relacion de equivalencia previamente
establecida. A fin de cumplir las dos etapas anteriores en el script, se verifican los
siguientes pasos: 1) en primer lugar se visualiza la imagen microscépica adquirida
del objeto de interés (patron de referencia) a través de las sentencias de MATLAB
‘imread’ e ‘imshow’, esta visualizacion también implica seleccionar la zona de

interés de la imagen, recortarla y amplificarla usando el comando ‘imcrop’, 2) A
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continuacion dentro de dicha zona se elige la seccion que se desea medir y se
determina su dimension fisica de la siguiente manera: se emplea el comando
‘ginput’, el cual muestra en pantalla un elemento gréfico en forma de cruz, y se
escoge el punto inicial (Po) y final (Pr) de dicha seccion. 3) Con estos datos se usa
del concepto de distancia euclidea y se determina la distancia en pixeles (unidad
basica de la imagen digital) de la seccion en cuestion, y 4) Se establece la relacion
de equivalencia entre la dimension fisica real conocida de dicho objeto y su
equivalente en pixeles que se ha calculado, en este punto se ha cumplido la primer
etapa del algoritmo.

Una vez establecida la relacion de equivalencia con el patron de referencia (12
etapa), se repiten los pasos 1-4 para la imagen digital de nuestro objeto de interés
(vaso capilar) y se cumple la 22 etapa del analisis, con ello se obtienen las
dimensiones fisicas del vaso capilar presente en la imagen digital microscopica a

estudiar. Se pueden revisar los detalles de este script en el Apéndice B de este trabajo.

2.2.4 Documentacion fotogréafica de las muestras

Se prepararon 8 muestras de piel de pollo y se estudiaron utilizando el arreglo
Optico computacional descrito en la seccién anterior con el fin de determinar la
variabilidad del didmetro de los vasos sanguineos en cada muestra. Las muestras
fueron documentadas mediante un teléfono celular (Galaxy J3-6, SAMSUNG) para
brindar una imagen de campo amplio de la zona de interés. Las muestras con la piel
de pollo se colocaron en el porta muestras (B2) del arreglo dptico y se enfoco la
imagen de los vasos sanguineos sobre el sensor de la camara CMOS. En seguida se
adquirieron las imagenes digitales para cada zona de interés usando el codigo
Captura_Imagenes_PointGrey.m, posteriormente fueron procesadas y analizadas
con el programa de MATLAB Cuantifica_lmagenes01.

En la Tabla 2.1 se muestran las imagenes a color tipicas obtenidas con la camara
del teléfono celular de las 8 muestras ya mencionadas, todas las imagenes se tomaron

a una distancia aproximada de 5,5 cm del plano de la superficie de la muestra hasta
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el plano de la cdmara del teléfono celular para garantizar la misma condicion de
enfoque. En cada una de las imagenes se aprecia la presencia de los vasos sanguineos
objetos de interés y como éstos se encuentran embebidos en el tejido hipodérmico
de la muestra. Ademas, se observa a simple vista que existe una ligera variacién del
diametro de estos vasos, y que en algunas muestras hay una mayor presencia de vasos

sanguineos respecto a otras muestras.

Tabla 2.1. Muestras preparadas para el estudio documentadas mediante un teléfono celular.
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Imagenes microscopicas. Patron de referencia

La Figura 2.4 muestra una imagen microscopica del patron de referencia,
adquirida con el arreglo 6ptico computacional implementado. EI segmento de
alambre de cobre utilizado para elaborar el patron de referencia, fue extraido de la

bobina de un reloj convencional de pared.

Figura 2.4. Imagen microscopica a color del patron de referencia. EI segmento de alambre de cobre
utilizado para confeccionar el patrén de referencia fue extraido de la bobina de un reloj de pared

convencional.

2.3.2 Iméagenes microscépicas. Zonas y secciones de cada muestra

En las Tablas 2.2-2.5 se muestran las imagenes microscépicas a color obtenidas
de las 8 muestras mediante el arreglo 6ptico-computacional descrito en el apartado
2.2.3.En cada tabla se observan en escala microscopica 2 diferentes zonas de cada

muestra, también de cada zona se visualizan 2 secciones; las zonas y secciones han
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sido elegidas estratégicamente para analizar los capilares (objetos de interés de este

estudio) presentes en cada muestra.

Tabla 2.2. Imégenes microscépicas a color de las muestras M1y M2, se exhiben dos zonas y dos secciones.

M1
Seccion 1 Z1 Seccién 2 Seccién 1 Z2 Seccién 2

M2
Seccién 1 Z1 Seccidn 2 Seccion 1 Z2 Seccion 2

£
7

Tabla 2.3. Imé&agenes microscopicas a color de las muestras M3 y M4, se exhiben dos zonas v dos secciones.

M3
Seccién 1 Z1 Seccién 2 Seccibn 1 z2 Seccion 2

M4
Seccidén 1 Seccibn 2 Seccion 1 Z2 Seccién 2
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Tabla 2.4. Iméaenes microscopicas a color de las muestras M5 v M6, se exhiben dos zonas v dos secciones.

M5
Seccién Z1 Seccidn 2 Seccion 1 Z2 Seccion 2

B

.

M6
Seccién 1 Seccién 1 Z2 Seccién 2

" SR

sl
o

ok

Tabla 2.5. Imagenes microscopicas a color de las muestras M7 y M8, se exhiben dos zonas y dos secciones
para M7, para la muestra M8 solo una zona y una seccion.

Seccién 1 Z1 Seccibn 2

Seccién 1 Z1
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2.4 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

En la Figura 2.5 se muestra el resultado del valor promedio de 20 mediciones del

patrén de referencia.

e R S RS A

Figura 2.5. Dimensiones del patrén de referencia en pixeles, valor promedio = 287.65

2.4.1 Zonas y secciones mas representativas de cada muestra

En la Tabla 2.6 se muestran los resultados obtenidos del analisis de las diferentes
zonas Yy secciones mas representativas de cada muestra analizada. Se incluye en la
tabla la imagen microscopica (en escala de grises) de las zonas y secciones medidas,
el perfil de intensidad, el valor promedio de la dimension del capilar expresado en

dos unidades: micrometros (um) y pixeles (px), y el error de medicion.
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Tabla 2.6. Datos de analisis de las muestras mas representativas.

Zona Medida 72-S2 Perfil Intensidad

Imagen a estudiar (Canal Verde) Perfil de intensidad Zonas 1-5
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Tabla 2.6. Datos de analisis de las muestras mas representativas. Continuacion...

Zona Medida Perfil Intensidad

Imagen a estudiar (Canal Verde) ‘ Perﬂyl de intensidad Zona§ 1-5
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Tabla 2.6. Datos de analisis de las muestras mas representativas. Continuacion...
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Tabla 2.6. Datos de analisis de las muestras mas representativas. Continuacion...
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2.4.2. Resultados de medicién

En la Tabla 2.7 se muestran los datos que indican la variabilidad de las
dimensiones de los vasos sanguineos en cada muestra, se expresan mediante un
intervalo en el que oscilaron las dimensiones de estos, el intervalo se definié tomando
como extremos el menor y mayor promedio de 5 mediciones hechas en cada seccién
de las 2 zonas consideradas en cada muestra. El error de medicion se determino
realizando 15 mediciones continuas de un mismo segmento en cada muestra
analizada.

Visualmente se ha observado una variacion en la forma y tamafio de los vasos
capilares analizados, al igual que cambios en el nivel de contraste que estos presentan
de una muestra a otra.

Ciertas muestras presentan mayor vascularizacion que otras, el contraste en
apariencia aumenta y disminuye debido a la mayor o menor concentracion de

material sanguineo (hemoglobina) absorbente de luz.

Tabla 2.7. Datos variabilidad de las dimensiones de los vasos sanguineos en cada muestra. Se muestra el

intervalo promedio en el que oscilaron las mediciones y el error (a) de medicion.

Muestra Intervalo (um) Error o (um)

1 69.1-107.5 2.25
2 41.2 -121 1.48
3 41.4 - 98.6 1.04
4 61.5-91.4 1.04
5 147.1 - 168.4 1.69
6 86.1 - 232 1.76
7 7.5-110.8 1.69
8 121.9 -134.2 1.70
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2.5 CONCLUSIONES

Mediante el estudio realizado se ha logrado cuantificar la variacion en las
dimensiones de los vasos capilares, en la muestra 7 se logré determinar un valor
promedio de 7.5 um (el menor obtenido) y en la muestra 6 de 232 um como el valor
maximo de todos. Para las mediciones se calcul6 un error promedio de 1.58 pm, el
cual es relativamente bajo.

Existen patologias como la arteriopatia periférica en las piernas que puede
presentar un estrechamiento (modificacion en la dimension) y endurecimiento en los
vasos sanguineos que irrigan los diferentes tejidos del cuerpo, ocasionando
disminucion en el flujo sanguineo que de ocurrir causan lesiones tanto en tejidos y
nervios de estas extremidades.

Por lo anterior la determinacion de la variabilidad en las dimensiones de los
diferentes vasos sanguineos presentes en un zona de tejido bioldgico en riesgo es
importante y de gran interés, puede ser una herramienta eficaz que provea
informacidn de tipo diagndéstico para la determinacién de signos condicionantes del

desarrollo de este tipo de enfermedades en el pie diabético.
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Capitulo 3

EXTRACCION DE LOS PARAMETROS
FISIOLOGICOS DE LA PIEL HUMANA A
PARTIR DE ESPECTROS SINTETICOS DE
REFLEXION DIFUSA

3.1 INTRODUCCION

La interaccion de luz con un medio turbio como lo es un tejido bioldgico se
determina mediante el conocimiento de las propiedades Opticas o parametros Opticos
(PO) del tejido, la geometria del haz de iluminacién y la geometria del tejido mismo,
lo cual se conoce como problema directo en la teoria del transporte radiativo [1]. De
este modo, el conocimiento de las propiedades Opticas -indice de refraccion n(i),
coeficiente de absorcion pa(), coeficiente de esparcimiento ps(A) y el factor de
anisotropia g(A), donde A representa la longitud de onda de la radiacion que se
propaga en el tejido- es indispensable para el uso de técnicas Opticas modernas en
diferentes entornos clinicos que comprenden el diagnostico y tratamiento de distintas
enfermedades [2].

La obtencidn de los PO, se puede realizar ya sea in-vivo 0 ex-vivo y por diversos
métodos Opticos que implican tanto la medicion monocromatica de estos parametros
hasta su medicion en una region espectral relativamente amplia [3-4]. Lo ideal es
realizar una medicién in-vivo y no invasiva de los PO [6-7] con el fin de diagnosticar
o aplicar terapia al tejido lesionado.

En particular, a partir de la medicion de la luz que reemerge por determinada zona
localizada de un tejido bioldgico, luego que ésta se ha hecho penetrar al tejido, es

posible obtener lo que se denomina su espectro de reflexion difusa, R(A). Este
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espectro queda determinado en gran medida por la dependencia espectral de los
parametros opticos.

Los parametros opticos contienen la informacion de los parametros fisiol6gicos
del tejido [8]. Por ejemplo, el coeficiente de absorcion total de un tejido, en una
buena aproximacion, queda determinado por la fraccion volumétrica de sangre, B, la
saturacion de oxigeno, S, y el contenido de agua, W [7]. Por otra parte, el coeficiente
de esparcimiento contiene informacion de la densidad volumétrica de las particulas
0 estructuras responsables del esparcimiento dptico [7].

Todos los parametros anteriores se pueden extraer a partir del espectro de
reflexion difusa medido experimentalmente mediante un algoritmo de recuperacion
que hace uso de un modelo de transporte de la luz en el tejido. Este problema se
clasifica como un problema inverso en la teoria del transporte radiativo [9].

Varios autores han desarrollado y probado algoritmos para realizar la extraccion
de los parametros Opticos a partir del espectro de reflexién difusa medido en el tejido
ya sea utilizando modelos de transporte deterministas o analiticos, como la
aproximacion de la difusion o estocasticos como el método Monte Carlo [10].
Algunos autores han desarrollado también modelos de transporte empiricos que
facilitan esta tarea [11]. Por ejemplo, Yang H. et al. [7], extrajeron las propiedades
Opticas de la piel in vivo con un algoritmo que utiliza la expresion analitica de la
reflexion difusa resuelta espacialmente segun el modelo de Farrell et al. [5]. Reif et
al. [12] determinan las propiedades épticas de imitadores de tejido (phamtoms)
mediante un algoritmo que incorpora la codificacion del método Montecarlo MCML
modificando una sonda de 2 fibras épticas. Usualmente la mayoria de los trabajos
anteriores validan el algoritmo de obtencién de los pardmetros Opticos al usar
imitadores de tejido biologico con propiedades dpticas conocidas [13] y muy pocos

emplean espectros sintéticos para este fin [14].
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En este estudio se evaluo el desempefio de un algoritmo para la determinacion de
los parametros fisioldgicos de tejido bioldgico (piel humana) utilizando espectros
sintéticos de prueba. Estos espectros simulan el espectro de reflexion difusa de la
piel medido experimentalmente con una sonda de fibras dpticas formada por una
fibra fuente y una fibra detectora separadas entre si pocos milimetros.

Los espectros se simulan para modelos opticos de la piel con diferente grado de
complejidad, dada por la cantidad de elementos absorbentes y generadores de
esparcimiento considerados. Ademas la simulacion garantiza la generaciéon de
espectros con la presencia de ruido semejante al que aparece en los ERD medidos
experimentalmente. El analisis del desempefio del algoritmo para diferentes modelos
Opticos de la piel y diferente nivel de ruido, mostr6 una mejor comprension de la
influencia de estos factores en la calidad del algoritmo de extraccion de los

parametros fisioldgicos.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Modelo 6ptico de la piel
Propiedades dpticas (un solo absorbente)

Este modelo simple considera a la piel como un medio turbio con propiedades de
absorcion y esparcimiento homogéneas en todo el volumen. Se considera a la sangre
como el unico elemento absorbente y a las fibras de colageno como las responsables
del esparcimiento. Los pardmetros fisiol6gicos del tejido son: 1) la fraccion
volumétrica de sangre, B, 2) la saturacién de oxigeno, S, y 3) el coeficiente de
amplitud, A, del esparcimiento reducido genérico [6]. De esta manera, el coeficiente
de absorcion total, pat()), y el coeficiente de esparcimiento reducido total, w’st(A)

del modelo se calculardn mediante las expresiones 1-4, respectivamente:

fag ) =B (S % a0 0) + (1= 8)* 1, (1)), (3.0)

donde los coeficientes Hambo, (M) Y py, (1) estan dados por las siguientes

expresiones:

,uaHboz(k) =In10 * C * egpp, (1) /64500, (3.2)
My, (A) =10 10 = C * 4, (1) /64500 (3.3)
y ,UST’O») =Ax* {/u,sRayleighO\') + ;u'sRayleigh(k) }. (3.4)

donde “C” es la concentracion de sangre que tiene un valor tipico de 150 g/L. El
factor, €(A), de las expresiones (3.2) y (3.3) es el coeficiente de extincién molar para
la hemoglobina en su estado oxigenado (HbOz2), asi como no oxigenado (Hb),

respectivamente. Los valores para (i) son tomados de Prahl [15].
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Modelo de reflexion difusa

Nos interesa modelar la reflexion difusa espectral que una fibra Optica detectora
recolecta cuando una fibra Optica emisora idéntica, separada una distancia de 2.43

mm de la primera fibra, inyecta luz a la piel como se observa en la Figura 3.1.

p=2.43mm T

Fibra Fuente Fibra Detectora

Luz Luz

aire

piel

1 =[(z-20)% + p2]1/2

1
1‘2 = [(Z‘l‘ Z(] + 2Zb)2 + PZ] /2
= a 1 1\e P (1 ) 1\ e Heffra
=== +— + — + 2z +—
() =7 w\Perf ¥ = 2 |\ Perr %

Figura 3.1. Geometria de la sonda 6ptica bifurcada (de dos fibras) para la cual se simulan los espectros

sintéticos utilizando el modelo de reflexion difusa espectral resuelta radialmente, R(p), y las PO definidas en

el modelo 6ptico de la piel (seccion 3.2.1).

Se adopto al igual que otros autores [4,7], como modelo de transporte radiativo,
el propuesto por Farrell et al. [5] para la reflexion difusa resuelta radialmente,
R(p)= F(p, Nrel, 1a, ps ), con nrel = ns/n, donde n es el indice de refraccion del tejido

y ns el indice de refraccion del medio exterior.

R(p) = % [uié (,ueff + 1)% + (5 + ZZb) (ueff + l) #} (3.5)

1 Ty t T2
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donde

R(p): Es la descripcion tedrica de la reflectancia difusa radialmente dependiente
a': Es el albedo de transporte de luz

U Es el coeficiente de interaccion total

tess- Es el coeficiente de atenuacion o coeficiente de transporte efectivo

1= [(z = zp)* + p?]?

r, = [(z+ zo + 22,)2 + p2]V? [5,7].

3.2.2 Espectros sintéticos

Los espectros sintéticos o simulados se generaron mediante el modelo de
reflexién anterior donde se utilizaron como datos las expresiones espectrales de los
PO para valores de entrada especificos de los parametros fisiolégicos (B, S, A) y del
factor de escala, Const, que considera el aspecto geométrico entre la fibra-fuente y
la fibra-detectora de la sonda de medicion [6]. Este factor (Const) de escala
desempefia el mismo roll que el parametro “G” -factor de proporcionalidad que
contempla factores como el diametro de la fibra optica, la apertura numérica (NA) y
la eficiencia de acoplamiento de la luz en la piel que es relativamente constante con
respecto a la longitud de onda- empleado por Yang H et al. [7], para el ajuste de
espectros de reflexion difusa medidos experimentalmente. Los pardmetros
fisiolégicos en cada espectro generado fueron seleccionados aleatoriamente y

restringidos a estar contenidos en los siguientes intervalos:

0.0001 < B < 0.005, (3.6)
0.5<5<0.95 (3.7)
0.5<A<125 (3.8)
y 0.5 < Const < 1.25. (3.9
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que se corresponden bastante bien con valores razonables reales para estos
parametros. EI modelo de reflexidn difusa espectral asi resultante, fue codificado en
el lenguaje de programacion MATLAB®. En cada corrida se generaron tres
espectros individuales y cada uno de ellos se guardd en un archivo con extension
.txt. La estructura del archivo es con un encabezado de los valores B, S, A y Const
que esta seguido por el espectro de reflexion difusa que se guardd ordenado en dos
columnas (A, R). Ademas, se afiadié ruido blanco a los espectros para que simularan
mejor los espectros experimentales. El ruido utilizado fue del tipo blanco Gaussiano
por medio de la funcion propia de MATLAB®, awgn.m.

Se generaron 20 espectros sintéticos para el estudio, los cuales fueron analizados
con el algoritmo de extraccién que a continuacién se describe. Los “valores

verdaderos” de los parametros del modelo que encabezan el archivo del espectro

sintético, son denotados como: (Bver, Sver, Aver, CONStyer).

3.2.3 Algoritmo de extraccion

Descripcion del algoritmo

Las ecuaciones (3.1-3.5) son las ecuaciones subyacentes en las que el algoritmo
de extraccion se basa. El ajuste se realiza mediante la implementacion de un método
manual de ajuste del modelo al espectro sintético mediante la modificacion de los
parametros, (B, S, A, Const), del modelo tedrico hasta lograr una igualacion visual
con el espectro sintético.

El algoritmo de extraccién desarrollado incorpora los elementos anteriores que
fueron codificados en una interfaz grafica de usuario (GUI) de MATLAB®.
Mediante la interfaz se realiza el ajuste del modelo tedrico al espectro mediante
controles deslizables (sliders) que varian los valores de los pardmetros del modelo
(B, S, A, Const) en un orden especifico. Los pasos del algoritmo se describen a

continuacion:
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Paso 1. Seleccion del espectro sintético mediante la exploracion de la carpeta de la
PC que contiene los espectros simulados.

Paso 2. Mover el control deslizable correspondiente al parametro “Const” con el
objetivo de igualar aproximadamente el valor del espectro modelado, Rmodel (1), al
del espectro sintético, Rsint (1), en la zona espectral 650-800 nm.

Paso 3. Mover el control deslizable correspondiente al pardmetro “B” con el objetivo
de igualar aproximadamente el valor del espectro modelado, Rmodei(A), al del
espectro sintético, Rsint (1), en la zona espectral 450-650 nm.

Paso 4. Mover el control deslizable correspondiente al pardmetro “S” con el objetivo
de igualar aproximadamente el valor del espectro modelado, Rmodei(A), al del
espectro sintético, Rsint (1), en la zona espectral 450-650 nm. Especificamente se
busca igualar la forma “W? del espectro en dicha region espectral.

Paso 5. Mover el control deslizable correspondiente al parametro “A” con el objetivo
de igualar aproximadamente el valor del espectro modelado, Rmodet(A), al del
espectro sintético, Rsint (A). De forma particular se desea ajustar “la altura” del
espectro Rmodel(1) en la zona espectral de 450-650 nm al del espectro sintético, Rsint
(A).

Paso 6. Una vez que logremos una “buena” coincidencia visual entre ambos
espectros, procedemos a salvar en un archivo .txt los parametros del modelo. Estos
“valores extraidos” de los parametros del modelo los denotamos como: (Bext, Sext,

Aext, CoNnstext).

Evaluacion del desempefio del algoritmo

La evaluacion del desempefio del algoritmo se realiza mediante la comparacion
de los valores verdaderos y los valores extraidos de los parametros fisioldgicos y
geométricos del modelo. La comparacion se realiza cualitativamente mediante la
observacion visual de la distribucion de los puntos (Pver, Pext) de los pardmetros P de

este problema.
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La distribucion ideal es sobre una linea recta que divide el primer cuadrante del
sistema cartesiano en dos zonas iguales (recta con una inclinacién de 45°). La
evaluacion cuantitativa del desempefio de los pardmetros se realiz6 mediante el valor
del coeficiente de correlacion lineal, R, de los datos (Pver, Pext) que debe ser cercano

a uno; y mediante el error relativo porcentual de extraccion que se define como:

€% = er=Pext, 100 9. (3.10)

ver

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Espectros sintéticos generados

En la Figura 3.2, se muestra el resultado tipico de una corrida del programa de
MATLAB® que genera tres espectros sintéticos simultaneamente. Obsérvese que
los espectros presentan ruido blanco Gaussiano afiadido que tiene un nivel semejante
al que se presenta en un espectro medido experimentalmente, en este caso con un
espectrometro USB 4000 (Ocean Optics). Los valores de los parametros (B, S, A,

Const) para cada espectro aparecen en la leyenda del grafico.

Espectros sinteticos (ES) Vs Espectro Experimental EE
100 T T T T
—— ES-1 B=0.001060, $=0.604409, A=1.137270 y E=1.056206
90 F - ES-2 B=0.003608, S=0.879617, A=0.988851 y E=0.959605 4
—— ES-3 B=0.002886, $=0.710660, A=1.186511 y E=0.812468
— EE-Medido Experimentalmente

Reflexion [%]

0 | | | | |

450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda [nm]

Figura 3.2. Espectros sintéticos tipicos generados con el modelo de reflexion y los pardmetros dpticos
descritos en las subsecciones 3.2.1y 3.2.2 de la seccion MATERIALES Y METODOS de este capitulo.
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3.3.2 Algoritmo de extraccion

La Figura 3.3 muestra una copia de pantalla de la interfaz gréfica, la cual muestra
un espectro sintético y su correspondiente espectro simulado que produce un ajuste
visual adecuado del espectro sintético. En el recuadro de la derecha de la interfaz
gréfica, resaltado en un marco de color rojo, se muestra los valores extraidos de los

parametros para este espectro.

4 Espectros2_Ajuste Manual02 s X

Ajuste de Espectro De Reflexion Difusa
Espectro de Reflexion Difusa
i arametros Variables [l Valores
‘(Modelo de ur: solo esparculior de Farrell)‘ -
90+ 4 ? Intensidad de Esparcimiento 11437}
< [

Fraccion Vol. De Sangre 0.1041%

I —

Saturacidn de Oxigeno 69.6434%

< o
Factor Geométrico 1.0475[

< ]

Explorar Nuevo

Reflexion Difusa [%]

0 L ! L L ! ! Guardar
450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de Onda (nm)
p=0.243cm

Figura 3.3. Interface grafica mediante la cual se realiza el proceso de ajuste con el algoritmo descrito en
la seccion 3.2.3 de esta seccion. Notese que se ha realizado el ajuste para el espectro representado en color

rojo de la Figura 3.2.

3.3.3 Desempefio del algoritmo de extraccion

En la Figura 3.4 aparecen los graficos de la dependencia de los parametros
extraidos contra los parametros verdaderos del espectro sintético para los cuatro
parametros del modelo. Como puede observarse se ha obtenido una distribucion de
los puntos (Pver, Pext) muy cercana alrededor de la linea recta, la cual seria la
distribucion de puntos para un algoritmo con un desempefio ideal. A simple vista

podemos observar que el parametro “Const” se recupera muy bien por el algoritmo
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en comparacion con los demas parametros del modelo, ya que se puede observar que
el valor de Rconst (coeficiente de correlacion del pardmetro Const) es el méas cercano
a 1, siendo este el valor esperado e ideal para R (coeficiente de correlacion lineal).
El andlisis de la regresion lineal de la distribucién de cada parametro resulto tener
un coeficiente de correlacion R de valor Rs = 0.9981, Rs = 0.9885, Ra = 0.9939 y
Rconst = 0.9999 para la fraccion volumétrica de sangre (B), la saturacion de oxigeno
(S), el coeficiente de intensidad del esparcimiento reducido (A) y la constante
geomeétrica (Const), respectivamente.

S-ext Vs S-ver .10 B-ext Vs B-ver
0.95 T T T T T T 5 T T T T T T T T T
09r o . 451 °
L il o)
0.85 4 =] - o
o g
08 8 33
3l
- 0.75 -
> x
b y & asr
0.7 o o
o
065 .
15
06 % . .
055
0.5
05 5 . L | 1 1 . " . . . 1 . 1 . . .
05 055 06 065 07 075 08 08 09 095 05 1 15 2 25 3 35 4 45
a) S-ver b) B-ver 10°
A-ext Vs A-ver Const-ext Vs Const-ver
T T T T T T T T T T T T T T
121 1 A2F
11 T 1
1F 8 1F
5
% 09 4% 09
e 2
& 3
08 1~ 08
0.7 1 07
06 4 osf
05 | ) | L | | 1 05 L L | L L . L
05 06 07 08 09 1 11 12 05 06 07 08 09 1 11 1.2
C) A-ver d) Const-ver

Figura 3.4. En los graficos a), b), ¢) y d) se muestra la dependencia de los parametros extraidos contra los
pardmetros verdaderos del espectro sintético para los cuatro pardmetros (B, S, A, Const) del modelo.
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3.4 CONCLUSIONES

Se ha mostrado que el algoritmo de recuperacion de los parametros fisiologicos
tiene un desempefio adecuado cuando se utilizan espectros sintéticos de prueba. En
la literatura existente consultada se ha observado que se reporta el uso de phamtoms
(simuladores del tejido bioldgico con PO conocidos), como una herramienta
importante para la validacion de algoritmos de extraccion de dicha informacion.

La propuesta de este trabajo consiste en un algoritmo de extraccion de los
parametros fisioldgicos de un tejido biolégico basado en la manipulacion controlada
de los parametros del modelo de transporte dentro de un rango de variacion
apropiado. Esta investigacion por lo tanto, nos muestra una via tedrica de
comprobacion del desempefio de los algoritmos desarrollados con el proposito de
determinar los pardmetros fisioldgicos de un tejido a partir de su espectro de
reflexion difusa experimental.

Sin embargo, debemos destacar que el algoritmo es factible de modificarse
incluyendo otros elementos absorbentes presentes en la piel como lo es la melanina,
la cual puede ser de influencia crucial en la determinacion exacta de los parametros
fisiologicos. Al agregar méas elementos generadores de esparcimiento y absorcion de
luz que con frecuencia se encuentran en un medio, se tendria un modelo mas
completo con el cual poder validar de forma mas exacta nuestro algoritmo de

extraccion de las propiedades Opticas de un tejido.
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Capitulo 4

DOCUMENTACION EN HUMANOS:
ANALISIS DE ZONAS DE TEJIDO EN
RIESGO EN UN GRUPO DE
VOLUNTARIOS

4.1 INTRODUCCION

Actualmente, en el &mbito médico moderno se han desarrollado mejoras en el
tratamiento de Ulceras en el pie diabético como el método desarrollado por Almeida
Nunes, et al. [1], que implementaron un sistema consistente de dos elementos
principales: a) Un dispositivo luminoso que incorpord una matriz de diodos emisores
de luz (LEDs) con una longitud de onda especifica (A=635 nm) y b) Una plantilla
hecha de latex natural con el proposito de favorecer una rapida regeneracion tisular
en la zona de la lesién. O como el trabajo desarrollado por Tardivo Joao et al. [2],
método basado en la conocida Terapia Fotodindmica (TFD), que conlleva aplicar un
elemento foto sensibilizador que reacciona con luz de longitud de onda A=640 nm
para generar radicales libres de oxigeno en el sitio de interés, que pueden causar la
muerte celular de células anormales y bacterias.

La aplicacion temprana de estos avances promueve la pronta cicatrizacién de la
herida y por tanto evitan una muy probable amputacion de la extremidad e incluso
el riesgo de mortalidad en el paciente. Debido a lo anterior, un diagndstico precoz de
Ulceras en pacientes diabéticos es uno de los principales desafios que el personal
médico tratante de esta afectacion enfrenta hoy en dia [3].

De acuerdo a la literatura consultada y a la comunicacion personal con los
médicos especialistas que colaboran en este proyecto por parte del Hospital General
de Tulancingo, es conocido que se identifican diversos factores que favorecen el

desarrollo de este tipo de lesiones, siendo algunos de los principales: la neuropatia y
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la angiopatia diabética, los cuales se traducen en importantes pérdidas motoras y
sensitivas en extremidades, asi como la afectacion vascular periférica que induce
isquemia (disminucion del riego sanguineo de una determinada zona),
comprometiendo de esta manera el suministro de oxigeno a las zonas en riesgo, que
es indispensable para la buena salud de los tejidos bioldgicos [4].

La determinacion de la existencia de los factores de riesgo antes mencionados en
el paciente, usualmente se realiza a partir del historial clinico del paciente que
incluye la anamnesis y la exploracion fisica en el paciente Figura 4.1; cuando se
realizan periddicamente y sistematicamente de forma estricta, resultan ser
herramientas importantes para determinar la presencia de lesiones asi como verificar

la posibilidad de una extremidad en riesgo.

HISTORIA CLINICA

ANAMN ESI =~z

a)
Figura 4.1. Métodos tradicionales para el diagnostico del pie diabético: a) Historial clinico (incluida la
anamnesis y b) Exploracion fisica [5,6].

No obstante aun cuando estas herramientas pueden significar un gran apoyo para
obtener informacién diagnostica importante se ha identificado que estas presentan
algunas debilidades. Por ejemplo, el historial clinico del paciente, en muchos casos
todavia se registra de forma fisica en archiveros; con escasos datos en forma de texto
y no se incorporan “imagenes de alta calidad” que documenten sisteméaticamente las
zonas de tejido en riesgo o la evolucion de una lesién ya existente.

También, la exploracién fisica, en donde principalmente se explora la sensibilidad
perceptiva, la sensibilidad térmica y la sensibilidad al dolor con el uso del
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monofilamento de Semmens-Weinstein presenta limitaciones como el hecho de no
afiadirse un instrumento que proporcione informacidn sobre los cambios vasculares
que pudiera experimentar un area en riesgo [2]. Por lo tanto, es importante desarrollar
nuevos métodos no invasivos que presenten un mayor nivel de precision en la
determinacion del pie diabético, ya sean con caracter preventivo o de seguimiento
del estado de salud de determinadas lesiones existentes. Con el propésito de
contribuir al desarrollo de tales métodos hemos propuesto dos arreglos dpticos: a) un
arreglo fotografico digital y b) un arreglo espectroscopico de reflexion difusa) para
monitorear zonas de riesgo. Estas zonas fueron definidas por un médico
experimentado en diabetes, especificamente la Dra. Nadia Lopez Flores, responsable
de la clinica de diabetes del Hospital General Tulancingo (HGT). A partir de la
experiencia de la Dra. Nadia en el tratamiento de pacientes diabéticos, nos indica
que existen tres zonas principales donde los factores de riesgo antes mencionados
suelen manifestarse con mayor frecuencia a saber: a) la cavidad poplitea (depresion
anterior a la rodilla), b) la zona del tobillo, y ¢) la zona plantar (especificamente 1°,
5° metatarsianos y talon).

En el presente trabajo se propone la implementacion de un sistema de
documentacién que contempla la toma de imagenes digitales de calidad, asi como el
registro del espectro de reflexion difusa (ESRD) de las areas en riesgo descritas
anteriormente, con el objetivo de identificar de forma precoz cambios importantes
en la estructura bioldgica de los tejidos y asi proporcionar informacién diagnoéstica
al personal médico a cargo. En este estudio, se ha llevado a cabo en una primera
etapa el establecimiento de un grupo de control conformado por un conjunto de
estudiantes voluntarios no diabéticos, su edad oscil6 entre los 20 a 35 afios y en los
cuales, en general su condicion fisica se considera libre de enfermad alguna. Este
estudio nos permite crear las bases para el posterior desarrollo del proyecto a nivel
clinico, asi como la creacion de una base de datos inicial que permita contrastar los
datos procedentes de estos voluntarios “sanos”, con datos concernientes a pacientes

diabéticos en riesgo de desarrollar una lesion.
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Nota aclaratoria: A continuacion se definen ciertas abreviaciones para hacer
referencia a la técnica de espectroscopia de reflexion difusa y espectro de reflexion
difusa. En lo sucesivo durante este capitulo se utilizaran dichas abreviaciones para

hacer referencia a los mencionados términos.

e ERD : Espectroscopia de reflexion difusa

e ESRD : Espectro o Espectros de reflexion difusa

65



Capitulo 4. Documentacion en humanos: analisis de zonas de tejido en
riesgo en un grupo de voluntarios

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Documentacion con Espectros de Reflexion Difusa (ESRD)
Espectroscopia de Reflexion Difusa (ERD)

Cuando un haz de luz incide sobre un medio turbio como lo es un tejido bioldgico,
la fraccion de luz que se transmite al interior de éste experimenta multiples eventos
de esparcimiento y absorcion. Una parte de la luz que sufre estos procesos, reemerge
por la superficie del tejido en todas las direcciones posibles, dando origen a lo que
se denomina luz difusay el proceso: reflexion difusa volumétrica. La cantidad de luz
difusa recolectada por un “detector puntual”, por ejemplo una fibra Optica, dependera
de la longitud de onda del foton u onda electromagnética que se propaga en el interior
del tejido. A la huella espectral de un tejido obtenida mediante la técnica de
espectroscopia de reflexion difusa se le llama espectro de reflexion difusa (ESRD) y
depende de las propiedades dpticas del tejido (coeficiente de absorcion, coeficiente
de esparcimiento y factor de anisotropia) [7], la geometria de la sonda de emisién-
deteccion, etc.

El espectro de reflexion se expresa como un porcentaje (%R») de la reflexion de

la muestra M, respecto a la reflexidn Stdx, de un patrén de referencia:

My—D)

0, R —
A) 1 Stdl—Dll

(4.1)
donde

M;: Es la sefal registrada por el sistema espectroscopico a la longitud de onda A
cuando esta presente la muestra.

Std;: Es la sefial registrada por el sistema espectroscopico a la longitud de onda A
cuando esté presente el patron de reflexion difusa.

D;,: Es la sefal registrada por el sistema espectroscopico a la longitud de onda A

cuando la luz de medicion esta obstruida y no llega a la muestra [8].
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En el siguiente apartado se describe el arreglo optico experimental y el software
de adquisicion que hemos usado para sensar los ESRD en los voluntarios de este

estudio.
Arreglo 6ptico-computacional para la adquisicion de ESRD

El arreglo Optico-computacional para la adquisicion de espectros de reflexion
difusa (EsSRD) de sitios corporales de interés de los voluntarios se observa en la
Figura 4.2.

Sonda
Bifurcada

Espectrometro m

(USB4000)

. Fuente de 1
iluminacion
(LSM-T-S)

Fibra
Fuente

Fibra
Detectora

p=2.43mm
Palma mano 7 _
izquierda || —//
K )
_|_|_
P

Figura 4.2. Representacion esquematica del arreglo experimental espectroscopico para mediciones de
reflexion difusa.

La implementacion consta de los siguientes elementos principales: 1) fuente de
iluminacién de halégeno de consumo eléctrico de 12 watts (modelo LSM-T-S
Newport), 2) sonda bifurcada de fibra dptica (fibras ESKA® de Mitsubishi
suministradas por Edmund Optics), 3) mini espectrometro de fibra 6ptica (USB4000
Ocean Optics Inc.) con rango espectral de 200-1100 nm y 4) computadora de

escritorio Acer, (Sistema Operativo Windows Vista 6.1 x86).
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La sonda de fibra optica fue fabricada de forma artesanal en nuestro laboratorio y
consta de un pequefio tubo de acero inoxidable que contiene dos fibras con nicleo
de polimero acrilico (PMMA) con didmetro interior de 240 um de indice de
refraccion 1.492, angulo de aceptacion de 61° y apertura numérica de 0.51. Este
nucleo esta envuelto en una fina capa de polimero de fldor (“cladding™) con indice
de refraccién 1.402 de diametro exterior de 250 um, ambas fibras suministran y
colectan luz respectivamente. El haz se introduce en la sonda a traves de la fibra
fuente, se propaga en el interior de ésta mediante reflexion total interna,
suministrando en la superficie del sitio corporal de interés (la palma de la mano
izquierda) un haz luminoso blanco ligeramente divergente. Durante la medicion y
calibracion el extremo comun de la sonda de medicidon se pone ligeramente en
contacto con la superficie de la piel para evitar que se genere una alta presion
mecanica de contacto que altere el estado vascular localmente. En este extremo
comun la fibra fuente y la fibra colectora se encuentran separadas una distancia de
2.43 mm entre si. Cierta fraccién de la luz difusa es recogida por la fibra colectora
de la sonda y dirigida al espectrometro, el cual sensa los ESRD en el rango de 200-
1100 nm. Este dispositivo esta acoplado a una computadora de escritorio mediante
un puerto USB, ubicado en forma lateral. El software SpectraSuite® (Java HotSpot-
TM-Client VM 1.6.0 _03-b05) forma parte de este instrumento comercial, que
permite visualizar y registrar los espectros de reflexion difusa del sitio de interés.

Software de adquisicion (SpectraSuite®)

La adquisicion de los ESRD se realiz6 mediante el software de operacién del
espectrometro USB4000 llamado SpectraSuite®|, que puede realizar en general tres
experimentos basicos de espectroscopia: emision, absorcion y reflexion. El Software
SpectraSuite® presenta una interfaz grafica con una serie de controles en forma de
iconos y botones, principalmente se describiran los controles relacionados al sensado
de la reflectancia y como usarlos. La calibracion del espectrometro para la
adquisicion de los ESRD se realiza mediante dicha interfaz como se muestra en la

Figura 4.3.
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Figura 4.3. Captura de pantalla tipica de la interfaz del software SpectraSuite, donde se observan la
distribucion, y ubicacion de los principales controles graficos (iconos), también muestra un espectro de
referencia (linea roja) como ejemplo, obtenido seleccionando el icono a partir de una fuente de iluminacion
dada.

Los parametros relevantes de la barra de herramientas de adquisicion son: a)
tiempo de integracion, b) nimero de escaneos promedio, que determina el nimero
de escaneos que van a ser promediados por el dispositivo para producir la sefial a
mostrar y ¢) ancho de ‘cuadro’ (boxcar width) que esta relacionado al suavizado de
sefiales a través de cierto tipo de promediado espacial que puede aplicarse a un
espectro. Este procesamiento elimina el ruido promediando los valores de pixeles
adyacentes y por lo tanto mejora la relacion sefial-ruido a expensas de la resolucion
Optica. El establecimiento de una combinacién adecuada de estos parametros se
traduce en un tiempo de adquisicion relativamente bajo y una calidad aceptable del
EsRD adquirido.

Los parametros anteriores en este estudio tomaron los siguientes valores: tiempo

de integracion=2300 milisegundos, nimero de escaneos promedio=1 y ancho de
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‘cuadro’=2. Despueés de la definicion de los parametros de adquisicion el siguiente
paso a seguir es el registro de los espectros de referencia (iluminado y oscuro). Se
selecciona el modo scope (icono S) de la barra de herramientas de procesamiento. A
continuacién se obtienen los dos espectros: a) iluminado, seleccionando el icono
bombillo iluminado y b) oscuro seleccionando el icono bombillo oscuro (ver Figura
4.3) en la seccion herramientas de almacenamiento de espectro, cuando la sonda de
medicidn estd detectando la sefial que proviene del estandar de reflexion (Std).
Especificamente, en este estudio usamos el programa SpectraSuite® en el modo de
medicion de reflexion difusa al seleccionar el icono R de la barra de tareas después
de los pasos previos de calibracidn en el modo quick view o scope.

Es necesario realizar la calibracion adecuada del sistema espectrométrico antes de
medir a cada voluntario, incluso tal vez sea necesario recalibrar el sistema durante
una medicion en curso con el fin de despreciar luz parésita y obtener datos mas
precisos, sobre todo si la medicién se prolonga por mas de 10 minutos.

Adquisicion de un EsSRD con el arreglo dptico-computacional

La medicion de los ESRD en general implica los pasos siguientes: 1) Incidir un
haz de luz proveniente de una fuente con un espectro de emisién conocido, sobre el
medio que se desea analizar, 2) Recoger selectivamente la fracciéon de luz que ha
sido reemitida difusamente después de haber interactuado con el tejido, y 3)
Registrar el ESRD mediante un dispositivo espectral adecuado. Esta componente
difusa espectral es de gran interés para el estudio no-invasivo de los tejidos
bioldgicos, debido a que los fotones que la componen han experimentado absorcion
y esparcimiento en el interior del tejido y por ende traen consigo informacion de la
composicién y la estructura del mismo [9]. Es importante resaltar que a pesar de que
se sefialo previamente que el espectrometro USB4000 puede operar en el rango
espectral de 200 a 1100 nm segun datos del fabricante, los valores de reflexion reales
medidos de los ESRD de los participantes, estuvieron comprendidos en el intervalo
desde los 178 a 900nm aproximadamente.
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Considerando los puntos anteriores se disefidé un algoritmo para la adquisicién de
los ESRD, el cual incluye en el proceso a tres participantes principales indentificados
de la siguiente manera: 1) operador uno, su funcion es medir el ESRD, lo hace
poniendo en contacto (ligeramente y sin presionar) la punta de la sonda con el tejido
de la zona corporal seleccionada, debe procurar siempre mantener un pulso firme y
relajado en la mano que efectda la medicién para que de este modo se obtenga una
medicidn precisa y exacta, con el fin de lograr “repetibilidad” en las mediciones; 2)
operador dos, su labor consistird en calibrar el sistema antes de medir a cada
voluntario y registrar en el equipo de computo el ESRD que el operador uno esté
sensando justo en el momento en que este se lo indique, debera crear un archivo de
datos y asignarle un nombre especifico al mismo; 3) voluntario, en primer lugar debe
otorgar su consentimiento informado para la participacion en el estudio y seguir las
instrucciones que el operador uno le indique durante el estudio. Sera a quien se le
realicen mediciones para obtener los ESRD. La accién conjunta de medir (operador
uno) y almacenar (operador dos) los datos de reflexion, deberé realizarse de forma
coordinada y sistematica en un orden especifico. A continuacion se indican los pasos
del algoritmo para la adquisicién de los ESRD:

Paso 1. El operador uno da la bienvenida al voluntario y le indica que se siente
en una silla que est& ubicada a un costado de la mesa sobre la cual se ha hecho el
montaje del sistema, después apaga la luz de la habitacion y toma él mismo su lugar

en otra silla colocada frente al voluntario.

Paso 2. El operador uno pronuncia la frase “inicia calibracion”, entonces el
operador dos comienza la calibracion del sistema mientras el operador uno le pide
al voluntario que coloque su mano izquierda sobre la mesa con la palma extendida
hacia arriba y que la mantenga relajada, asi como el resto de su cuerpo y espere el

inicio de la medicion.
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Paso 3. El operador dos termina de calibrar el sistema e indica al operador uno
con la sefial audible “calibracion terminada” que se encuentra preparado para
registrar la medicion cuando éste lo indique.

Paso 4. Una vez concluida la calibracion del sistema el operador uno toma la
sonda, localiza la zona de interés en la mano del voluntario y se prepara para realizar
la medicién haciendo de tres a cinco movimientos de prueba en cuanto a la
colocacion correcta de la sonda sobre el sitio de interés (ver Figura 4.4). Al terminar
esta practica el operador uno le da la instruccion al voluntario de mantener su mano
inmovil por los siguientes cinco minutos, entonces dice la palabra audible

“comenzamos”.

Figura 4.4. El operador uno se prepara realizando movimientos de prueba colocando la punta de la sonda

en la zona de interés, antes de realizar la medicion de los ERD en un voluntario.

Paso 5. El operador uno ubica la zona de interés y coloca la sonda manteniéndola

firme en su sitio y pronuncia la palabra “listo”.

Paso 6. Al escuchar esta palabra el operador dos hace click en el iconoen &
la interfaz grafica, selecciona el formato .txt, y asigna un nombre al archivo que
contiene el espectro registrado. Para el nombre escribe la letra ‘M’ seguida del
namero de medicion que se esté realizando, para crear una secuencia en los archivos.
Después elige la ubicacion donde se almacenaran los mismos y concluye el registro

pulsando el botdn <aceptar> en el cuadro de dialogo que el software de adquisicion
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ha mostrado. Inmediatamente después pronuncia la palabra “siguiente” para indicar
al operador uno que se encuentra preparado para registrar del mismo sitio otros
espectros con fines estadisticos.

Paso 7. Se repiten los pasos 5 y 6 hasta medir el nimero de espectros deseados en
un mismo sitio corporal de interés. Una vez almacenado el Gltimo EsRD el operador
dos pronuncia la palabra “concluido”, indicando que el proceso de medicion ha

finalizado.

Paso 8. Si se desean medir otros sitios corporales de interés se deben repetir los
pasosla’.

Protocolo experimental y mediciones de ERD
Consideraciones médicas

Los EsRD se tomaron a ocho voluntarios (prueba a nivel laboratorio)
seleccionados entre compafieros integrantes de la maestria en computacién optica
(docentes y alumnos) del area de posgrado de la Universidad Politécnica de
Tulancingo, Hidalgo, México. Los individuos incluidos en el estudio se reclutaron
explicandoles detalladamente los procedimientos, y el propdsito del protocolo del

estudio. Se les pidid leer el formato de consentimiento informado de este proyecto

que se titula: “Documentacion y caracterizacion de zonas de tejido bioldgico

mediante imagenes épticas macroscépicas a color y espectros de reflexion difusa”,

en cual se describe y especifica la participacion de los voluntarios. Ellos dieron su
aprobacion por escrito en el referido documento. Al concluir la lectura del formato
de consentimiento informado se les solicito decidir si aceptaban o no participar en el
estudio. Ellos dieron su aprobacién por escrito en el referido documento.

Para verificar que el grupo de control estuviera conformado por personas sanas;
antes de cada medicion espectral se practicd un chequeo médico basico que consistio
en el registro de signos vitales del individuo como: presion arterial, temperatura
corporal, reflejos, etc. Como parte complementaria del chequeo, se disefid un

cuestionario breve con preguntas especificas y directas para obtener datos sobre el
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historial medico del sujeto, tales como: a) el posible padecimiento de enfermedades
del tipo crénico, b) consumo de farmacos, c) presencia de alergias, en general
factores que pudieran influir en los ESRD. El chequeo médico, asi como la aplicacion
del cuestionario fueron realizados por el Dr. Cristébal Arni Ramirez Ocadiz médico
de la UPT (ver Figura 4.5), quien proporciond su apoyo para determinar la
participacién de los voluntarios en el estudio. Los documentos consentimiento
informado, y cuestionario se pueden revisar con méas detalle en los Apéndices C y
D.

Figura 4.5. Antes de realizar la medicidn de los ESRD, se practicd un chequeo médico asi como la

aplicacion de un cuestionario médico a cada voluntario.
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La Tabla 4.1 muestra los pardmetros médicos basicos a considerar de los
participantes: 1) sexo, se eligieron a cuatro voluntarios mujeres y cuatro voluntarios
hombres manteniendo la igualdad numérica entre ambos sexos, 2) edad, la cual
estuvo comprendida entre los 20 y 35 afios, con una media (x) y desviacion estandar
(o) de 26.62 y 3.16 afios respectivamente, 3) condicion de salud en cuanto a diabetes
se refiere, ninguno de los voluntarios refirio haber sido diagnosticado con
anticipacion con dicha enfermedad, y 4) la estatura se ubicd en una media (x) y
desviacién estandar (o) de 164.5 y 8.95 cm respectivamente. En cuanto al tipo de
piel, es importante mencionar que todos los voluntarios presentaban diferentes
caracteristicas en el grado de pigmentacion y textura.

Tabla 4.1. Relacion de voluntarios participantes indicando los parametros médicos basicos y condicién
fisica respecto a diagndstico de diabetes al momento de realizar el estudio.

DIAGNOSTICO
ID SEXO %e?]'g\s[)) DE DIABETES EST@;;J RA
(Si/ No)
VUPT001 | Hombre 24 No *155
VUPT002 Mujer 28 No *158
VUPT003 | Hombre 28 No *168
VUPT004 Mujer 27 No *163
VUPT005 Mujer 23 No 153
VUPT006 | Hombre 22 No 178
VUPT007 | Hombre 28 No 165
VUPT008 Mujer 33 No 162

*Este dato fue proporcionado por el voluntario.

Se considero, con el proposito de explicar los resultados espectrales, el monitoreo
de la saturacion de oxigeno y la frecuencia cardiaca al inicio de la toma de los
EsSRD. Estos parametros se sensaron con un oximetro optico del tipo pinza. Los datos
tomados para los parametros referidos para 4 de los 8 voluntarios fueron: 99%/84;
97/56; 98/58; y 98/68.
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Se tomaron 11 espectros en el mismo sitio corporal de interés a cada voluntario,
de acuerdo a la metodologia descrita en el algoritmo de adquisicion. De los 11
espectros medidos a cada participante se descartaron 3, estos fueron los que
presentaban una mayor tendencia a separarse del promedio en cuanto a los datos se
refiere, de tal modo que para mostrar los resultados solo se consideraron 8 espectros
de los 11 iniciales. Para el andlisis final se cre6 una grafica por cada voluntario, que
incluyo los espectros de las 8 mediciones ademas de un espectro promedio generado
a partir de dichas mediciones.

En este punto cabe destacar que inicialmente las zonas de interés para obtener los
datos espectrales sugeridas por nuestro médico asesor fueron: a) la cavidad poplitea
(depresion anterior a la rodilla), b) la zona del tobillo, y c¢) la zona plantar
(especificamente 1°, 5° metatarsianos y talon) en el pie, sin embargo se opt6 por
realizar las mediciones de ERD en una zona de la palma de la mano izquierda como

se muestra en la Figura 4.6.

Figura 4.6. Zona de interés en la palma de la mano izquierda de un voluntario, para la medicion de los

espectros de reflexion difusa (ESRD).
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Lo anterior debido a que en una primera fase de las mediciones de ERD se observé
era indispensable ganar experiencia por parte del operador uno y este sitio corporal
resultaba de mas facil acceso y presentaba mayor facilidad para realizar las
mediciones.

4.2.2 Documentacion con imagenes digitales macroscopicas
Imagenes digitales

Una imagen es una representacion de la realidad, se forma cuando un detector
(una camara o el ojo humano) registra la radiacion que ha interactuado con ciertos

objetos fisicos Figura 4.7.

Fuente de A
YV~

luz natural r'QOD
DA

l Plano del

1 1 1 1 1 sensor
e 1)( )
1 i

Rayo principal

l U

Figura 4.7. Sistema dptico para la formacién de una imagen [10].

La imagen que obtiene el sensor puede ser concebida como una funcion
bidimensional, donde la funcidn se relaciona con un valor de brillantez en cada punto
de la imagen, que es proporcional a la que existe en cada punto del objeto. Una
funciéon de la imagen es una representacion matematica de la imagen, la cual

generalmente es una funcion de dos variables espaciales (x, y) [10].

La imagen digital se visualiza y manipula normalmente en un ordenador con la
ayuda de diferentes programas destinados a tal funcion. Considerando este punto de

vista es posible destacar y determinar ciertas caracteristicas importantes que la
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definen como son: 1) Proceden de una fuente digital (camara fotografica o escaner),
2) Es posible visualizarla en un monitor (pantalla), 3) Es posible procesarla con un
tipo especial de software, 4) Es posible registrarla en algin dispositivo de
almacenamiento masivo (USB, disco duro, CD o DVD, etc.) y 5) Es posible
imprimirlas.

Las imagenes digitales se pueden catalogar en dos grupos principales:

1) Mapa de bits. Se forman a partir de matrices de puntos o bits, resulta de
yuxtaponer puntos o pixeles, es decir cada uno de los puntos de los que se compone
la matriz de la imagen. El pixel es la unidad minima de visualizacién de la imagen
digital, y 2) Imagenes vectoriales. Formadas por elementos geométricos, como el
punto, lineas recta o curva y poligonos. Una de las principales ventajas de este tipo
de imagenes es que al modificar una imagen vectorial esta no se distorsiona (0 como
se dice comunmente no se “pixelea”) [11].

Arreglo dptico-computacional para la adquisicibn de imagenes
macroscopicas

En la Figura 4.8 podemos encontrar la representacion esquematica del arreglo
dptico-computacional con el cual registramos las imégenes macroscopicas de sitios
corporales de interés en los voluntarios. Como se observa el sistema estd compuesto
principalmente por: a) Un dispositivo dptico-mecanico, el cual esta integrado por 1)
un anillo de LEDs, 2) un lente formador de imagen, 3) una caAmara fotografica y 4)
una base tripode. A continuacion se escriben los elementos que componen a este

dispositivo.
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Arreglo Optico

Medicién Zona Plantar-Vista Lateral

Camara Paciente

,

" Registro de

Iméagenes Medlcmn Zona Tobillo -Vista Lateral

Paciente

Figura 4.8. Representacion esquematica de un sistema optico-computacional para la adquisicién de imagenes
macroscopicas en zonas de riesgo en voluntarios. Se muestran dos vistas laterales: a) Superior, disposicion

para medicion en zona plantar, y b) Inferior, disposicion para medicion de la zona del tobillo.

1) El anillo de LEDs de la casa Advanced llumination (Ai®), modelo RL4260,
funge como fuente de iluminacion de luz blanca. Cuenta con un convertidor de
corriente y disipador de calor, tiene un diametro interno de 5.55 cm, y diametro
externo 10 cm; 2) El lente es de la firma Computar, modelo COM M2514-MP2
acoplado a la cdmara mediante montura tipo C con distancia focal de 25 mm, formato
2/3”, apertura F1.4 con iris manual, bloqueo de iris y enfoque, 1.5 megapixeles
nominal; 3) La cdmara es del tipo cientifico a color ‘ultra’ compacta y muy ligera
con dimensiones 29mmx29mmx30mm en su cubierta metalica, de 1.3 MP de
resolucién (modelo FL3-U3-13S2C-CS) de la firma FLIR FLEA®3 USB3 VISION,
con sensor CMOS (Sony IMX035) y ‘barrido de obturador’ (rolling shutter),
distancia minima de trabajo 11.3 cmy area de vision 4.32 cm? y 4) El tripode es un
soporte para camara fotografica con altura de trabajo variable desde 60 hasta 120 cm

y peso aproximado de 0.5 Kkg.

79



Capitulo 4. Documentacion en humanos: analisis de zonas de tejido en
riesgo en un grupo de voluntarios

Otros elementos importantes del arreglo dptico-computacional son b) Una
computadora portatil tipo laptop para la adquisicion de las imagenes digitales, es
de la marca lenovo modelo Z50 que tiene un procesador Intel CORE i5 (1.70 GHz,
2.40 GHz), 8.00 GB de memoria RAM, 891 GB en disco duro y sistema operativo
Windows 8 de 64 bits y ¢) Una mesa de exploracion modelo futuro (tipo divan) de
uso genérico en un consultorio médico. Esta mesa presenta las siguientes
caracteristicas generales: fabricada con lamina de acero y terminada en pintura de
esmalte. Sus dimensiones son: 80 cm. de alto, 53 cm. de ancho, 120 cm. de largo.
Otras caracteristicas son: plancha acojinada, respaldo de posiciones variables
mediante sistema manual de cremallera. Piecera de posiciones variables mediante
sistema manual de cremallera. Banqueta integrada cubierta de hule natural de 3 mm.

Dos puertas corredizas para acceso al espacio de almacenaje [12].

El conjunto Optico-mecanico fue denominado con el nombre de ‘Polifemo’ por su
analogia estructural con el ser mitolégico de modo que en adelante también
podremos referirnos al mencionado dispositivo con éste nombre. ‘Polifemo’ se
implemento colocando la fuente de iluminacidn, el lente y la camara sobre la base
(tripode), usando para su fijacion accesorios de sujecion de la firma Edmund Optics
como se aprecia en la Figura 4.9.

El anillo de LEDs suministra luz hacia la zona de interés y mantiene igualdad de
condiciones de iluminacion sobre dicha area durante todo el estudio, este conjunto

se implementd en un arreglo compacto.
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Figura 4.9. Prototipo 6ptico-mecanico para la generacion de imagenes en voluntarios sin cubierta.

En la Figura 4.10 se muestra la version modificada de ‘Polifemo’ después de
incorporar alrededor del anillo de LEDs una cubierta en forma ‘tubular’ o cilindrica
de fabricacion artesanal, hecha de papel grueso (tipo cartulina) oscuro con una
longitud de 11.3 cm, parametro que representa la distancia minima de trabajo
(enfoque) del dispositivo Optico y un diametro que se corresponde con el didmetro
externo del anillo de LEDs. Esta proteccion cubre el espacio fisico entre el plano
frontal del anillo y la regién de analisis evitando la incorporacion de luz externa que
contamine la imagen adquirida. En el sensor CMOS se forma la imagen a partir de
la fraccion de luz que el lente de enfoque ha recogido y que se ha reflejado de la
superficie de la zona de interés. La cAmara esta acoplada a la computadora portétil a
través de puerto USB del que dispone en la parte posterior. Durante la captura de
imagenes el programa de adquisicion ’Captura Ima PGrey Basico.m’ permite

visualizar y registrar las imagenes digitales del sitio de interés.
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La imagen sensada se registra en un archivo con extension ‘.png’ de dimensiones
1328x1048 pixeles en la misma direccion de memoria donde se encuentra

almacenado el algoritmo. El algoritmo, no forma parte de este instrumento
comercial.

Figura 4.10. Prototipo éptico-mecénico para la adquisicion de iméagenes digitales en zonas de riesgo en
voluntarios con cubierta.
La mesa de exploracion se considera solo un elemento complementario del
sistema de adquisicion de imagenes (Figura 4.11), durante la realizacion del estudio
se le pide al voluntario que se acueste sobre ésta en posicion decubito dorsal o supina

(‘boca arriba’).
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Figura 4.11. Mesa exploracion con cubierta de 3 secciones (respaldo, asiento y piecera) con bastidor de

madera. Estructura y puertas corredizas en ldmina de acero. [12].

Software de adquisicion (algoritmo propio)

El programa de adquisicibn de imagenes digitales denominado
"Captura_Ima PGrey Basico.m’ fue escrito en el Software MATLAB 2015Ra y si
se desea se puede revisar en el Apéndice E. Se implement6 en base a una estructura
simple y cuenta con solo 35 lineas de codigo. Consta de tres bloques principales: a)
Conexion, b) Adquisicion y c) Detencion. En seguida se describen estos bloques:

a) Conexion. Se crea un objeto de video con el propoésito de controlar la camara
CMOS a través MATLAB 2015Ra mediante el comando ‘videoinput®, con esto
se establece la comunicacion entre ambos elementos respectivamente; dispositivo y
software. Con la ejecucion de este comando se despliega en pantalla una ventana que
muestra la imagen en tiempo real que ha sido capturada por el sensor, enseguida
aparece el mensaje: ‘Puede enfocar...’, el cual se muestra por al menos un

segundo y luego desaparece haciendo una pausa antes de continuar con la ejecucion
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de las siguientes instrucciones. En este punto el usuario enfoca la zona de intereés al
realizar los ajustes apropiados en el lente de la cdmara hasta que obtiene una imagen
de calidad.

b) Adquisicion. Para realizar esta etapa se definid6 un bucle con dieciséis
iteraciones debido a que son cuatro las zonas de interés y se desea registrar cuatro
imagenes por cada una. En cada iteracion se ejecutan secuencialmente las
instrucciones de captura, visualizacion y registro de la imagen. Cada imagen digital
se almacena en la misma direccion de memoria donde se encuentra almacenado el
archivo de instrucciones o script de MatLab. El bucle inicia su ejecucion en el
momento en que el usuario presiona la tecla ‘enter’ y después de realizar una
repeticion completa hace una pausa entre cada iteracion, asi el programa permite que
el usuario se prepare para iniciar la siguiente repeticion presionando de nueva cuenta
la tecla ‘enter’. El ciclo completo concluye cuando se ha realizado la adquisicion de
la imagen numero dieciséis.

c) Detencion. En esta etapa el programa a través de las instrucciones
‘stoppreview (vid)’, ‘closepreview(vid)’y ‘delete(vid)’ se
detiene, se cierra la ventana de video y se borra el objeto de video respectivamente,
objeto que fue creado en la etapa de conexién. Esta etapa tiene como funcion
principal liberar el espacio de memoria reservado durante la ejecucion de

"Captura_Ima PGrey Basico.m’.

Metodologia para la adquisicion de iméagenes digitales macroscépicas

Se ha indicado previamente que el proceso de adquisicion de una imagen digital
consiste principalmente en: 1) Generar la imagen, un dispositivo optico (0jo o lente)
forma la imagen de un objeto de interés en el plano espacial imagen como se observa
en la Figura 4.7 del apartado ‘Imégenes digitales’, a partir de luz difusa que ha
interactuado con el objeto de interés y ha sido reflejada por este, y 2) Registrar la
imagen, para ello se coloca un sensor optico (camara) en el plano imagen del sistema

formador, dicho sensor esta acoplado y controlado por un equipo de computo
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mediante el cual se adquiere y almacena la imagen que se formd en el plano espacial

imagen.

Para la adquisicion de imagenes digitales se definieron dos modalidades: i)
Natural. En esta modalidad se adquiere una imagen del sitio corporal de interés sin
modificar su condicion inicial de forma alguna. ii) Modificada. En esta se modifica
la condicion inicial del mismo sitio al aplicar una delgada capa de aceite del tipo
‘para bebé’ que tiene indice de refraccion (n) cercano a n=1.5, entonces se deja actuar
el aceite durante cinco minutos y se adquiere la imagen del sitio referido. Lo anterior
se realizo al suponer que las propiedades de dicha sustancia podrian modificar el
indice de refraccion del tejido en la zona de interés una vez que ha actuado sobre
esta; permitiendo de esta manera una mayor penetracion de la luz incidente sobre el
tejido, lo que implicaria que la luz que emerge del tejido traera consigo mayor
informacion de su estructura interna, y al ser reflejada difusamente, podra ser
registrada por el sensor Optico y de este modo obtener una imagen del sitio corporal
de interés de mejor calidad.

Considerando los puntos anteriores se planted el siguiente procedimiento para
realizar la adquisicién de imagenes digitales en voluntarios, el cual contempla,
principalmente, las etapas de: a) Montaje y calibracion del sistema dptico, y b)

Adquisicion de imagenes.

a) Montaje y calibracion, En este punto cabe aclarar que ‘Polifemo’, ha sido
ensamblado previamente a la realizacion del estudio de imagenes digitales como se
describié en la seccion Arreglo Optico-computacional para la adquisicion de
imagenes macroscépicas. Debido a esto el dia del estudio el operador solo coloca
sobre el piso a ‘Polifemo’ de frente a la piecera de la mesa de exploracion y en
seguida desplaza Unicamente el cabezal optico (camara-lente-fuente de iluminacion)
de éste en forma vertical, hasta una altura inicial aproximada de 85 cm, medida desde

el nivel del piso hasta el eje 6ptico de la camara y lo fija en esa posicion.
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A continuacion mueve el dispositivo completo en forma horizontal hacia atras
una distancia de 11.3 cm, medida desde el plano vertical del borde de la piecera de
la mesa hasta el plano mecanico del lente de enfoque en la camara.

En cuanto al equipo de cémputo que controlara la cdmara, se coloca una mesa
rectangular de dimensiones 90cmx60cmx72cm a un costado del tripode, la cual
servird como soporte a dicho equipo. Enseguida, el operador, acopla la camara al
equipo de computo mediante cable USB e inicializa el arreglo (camara-
computadora-software MATLAB R2015a). Cuando el sistema estd en
funcionamiento, el operador ejecuta el programa de captura de iméagenes
‘Captura_Ima_PGrey Basico.m’ para controlar la cAmara digital, con la ejecucion
del programa se debera mostrar en pantalla una ventana de pre-visualizacion en
modo video de la cdmara como sefial de que la conexion cdmara-equipo de computo
ha sido exitosa, el procedimiento completo ya ha sido descrito en el apartado:

Software de adquisicion.

Una vez montado el dispositivo el operador calibra la cAmara equilibrando el
color de la imagen en los tres canales basicos rojo, verde y azul (RGB), debido a que
en la imagen inicial que genera la camara y que se muestra en la ventana de
visualizacion en el ordenador predomina el canal verde (G). Para ajustar el color de
la imagen que genera la camara se coloca un objeto de prueba frente a la cAmara,
dicho objeto debera tener armonia en los colores que lo componen, el operador lo
hara coincidir con el plano vertical de la ‘piecera’ (plano objeto) de la mesa de
exploracion, entonces en la pantalla de la computadora se observara como en la
imagen de dicho objeto se ajusta el color gradualmente hasta mostrarse
proporcionada. Para concluir el operador manipula con finos movimientos el
mecanismo de la lente para lograr un enfoque adecuado y deja el sistema listo para

la adquisicion de imagenes.
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b) Adquisicidn de imagenes

Paso 1. El operador le da la bienvenida al voluntario y le indica que se recueste
en la mesa de exploracion en posicion decubito dorsal (boca arriba) en una postura
relajada, también que se quite el calzado y descubra su pie izquierdo. El operador
ayuda al voluntario para reacomodarse y que éste pueda colocar su pie en forma
vertical en el borde de la piecera y le da la indicacion de que lo mantenga en esa
posicion e inmdvil durante el tiempo que dura el estudio (ver Figura 4.12).

Paso 2. En seguida el operador adapta y fija la altura y posicion de ‘Polifemo’
(dispositivo Optico-mecanico) enfocando la zona del ‘ler metatarsiano’en la planta
del pie del voluntario, a continuacion adquiere la imagen de esta zona al presionar

una vez la tecla ‘enter’. Se realizan dos capturas de esta area en modalidad Natural.

Paso 3. Concluido el Paso 2 el operador aplica el aceite para bebé en la misma
zona como se ha descrito previamente en esta misma seccién y espera cinco minutos
hasta que éste actue, pasado este intervalo de tiempo adquiere dos imagenes mas de
la misma zona ahora en modalidad Modificada. Después de capturar la segunda
imagen él operador concede al voluntario entre 30 y 60 segundos para que descanse

de la posicién que ha mantenido antes de continuar.

Paso 4. El operador repite los pasos 2y 3 en la zona del ‘5° Metatarsiano’ del pie

del voluntario.

Paso 5. El operador repite los pasos 2 y 3 en la zona del ‘Calcaneo’ del pie del

voluntario.

Paso 6. El operador reproduce los pasos 2 y 3 en la zona del ‘Tobillo’ del pie del

voluntario.

Cuando se adquiere la imagen numero 16 el algoritmo pasa de la fase de
adquisicion a la de detencion y con ello concluye el sensado de imagenes en el

voluntario. Si se desea medir otro voluntario se deben repetir los pasos 1 a 6.
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Figura 4.12. Postura del Voluntario sobre la Mesa de exploracion.

Protocolo experimental y sensado de imagenes digitales macroscopicas

En el apartado Protocolo experimental y mediciones de ERD se describe y
especifica: numero de voluntarios participantes, procedimiento de reclutamiento,
condiciones a cumplir para su aceptacion y participacion, asi como los instrumentos
de control (chequeo médico y cuestionario médico) aplicados para verificar que el
estado de salud de cada voluntario fuera adecuado; lo anterior aplica también a esta

seccidn por lo tanto se evita mencionarlo nuevamente.

Cabe destacar que se tomaron un total de 16 imagenes por cada voluntario, 4
imagenes por region de interés siguiendo la metodologia descrita previamente. Sin
embargo del total de 16 imagenes por voluntario después de una inspeccion visual
se descartaron 8 y se consideraron para su analisis Unicamente 8, las que se
consideraron de mejor calidad visualmente, es decir 2 imagenes por region de interés
(una Natural, y una Modificada).

Las zonas de interés para obtener las imagenes digitales fueron las sugeridas por

nuestro médico asesor: a) Plantar (especificamente 1°, 5° metatarsianos y Calcaneo),
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b) Tobillo y ¢) Cavidad poplitea (depresion anterior a la rodilla). Se aclara que esta
ultima aunque también fue sugerida, por razones de simplificacion del procedimiento
en esta primera etapa se decidié descartarla. Las regiones consideradas se muestran
en la Figura 4.13.

a) - b)

Figura 4.13. Zonas de interés para la adquisicion de imagenes macroscépicas, a) Plantar y b) Tobillo.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Espectros de reflexion difusa (EsRD)

El anélisis de los espectros registrados en la palma de la mano para los 8
voluntarios participantes, nos indica que para longitudes de onda fuera del intervalo
espectral 450-700 nm, los ESRD presentan niveles de ruido inaceptables. Por lo tanto
durante el analisis de tales espectros presentamos las curvas de reflexién difusa solo
en el rango indicado anteriormente. En la Figura 4.14 se muestra de forma
comparativa los datos espectrales correspondientes al voluntario 1, tanto para toda
la regidn espectral medida 178-900nm indicada previamente, como para la zona
espectral reducida de 450 a 700nm.

Con Ruido Sin Ruido

Reflexién [%]
& & ]

Voluntario 1 - 05_Sep_2017 = Voluntario 1 - 05_Sep_2017

Reflexion [%]

A fnm]

b)

Figura 4.14. ESRD del voluntario No.1. a) Con ruido, intervalo espectral 178-900nm (izquierda). b) Sin
ruido, intervalo espectral 450-700nm (derecha).

Los EsRD de cada voluntario se presentan en la Figura 4.15 en orden de mayor a
menor grado de pigmentacion, es decir del tono mas oscuro al mas claro, de la primer

fila a la ultima de cada subfigura (Figura 4.15.a, Figura 4.15.b).
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EsRD ZONAMEDIDA
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Figura 4.15a. Se muestran los EsRD de los voluntarios V1, V2, V7 y V5 en orden de mayor a menor grado de pigmentacion, el
punto en color naranja en la imagen (derecha) indica la zona en la que fue medido el ESRD.
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EsRD ZONA MEDIDA
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Figura 4.15.b. Se muestran los ESRD de los voluntarios V6, V8, V3 'y V4 en orden de mayor a menor grado de pigmentacion, el
punto en color naranja en la imagen (derecha) indica la zona en la que fue medido el ESRD.
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Es conocido que el grado de pigmentacion de la piel debido a la melanina presente
en la epidermis, influye notablemente en la forma y nivel de la sefial de reflexion
difusa espectral que capta una sonda de fibras Opticas [13, 14 y 15]. La pigmentacion
determina la pendiente de la curva de reflexion difusa en la region espectral de los
600-700 nm.

Un analisis inicial de los ESRD advierte que la reflexién difusa en el rango visible
es fuertemente influenciada por la presencia de hemoglobina (Hb), donde resalta el
patron caracteristico “W” de absorcion de la hemoglobina oxigenada (HbO2) en las
bandas 542 y 578 nm, como se observa en las gréaficas de los voluntarios de la Figura
4.15, lo que se encuentra en correspondencia con lo reportado por diferentes autores
[7, 16, 17].

4.3.2 Iméagenes Digitales de Zonas de Interés

En las Figuras 4.16-4.19 se muestran las imagenes digitales macroscépicas de las
zonas de interés en el area del pie de los 8 participantes, sin embargo a diferencia de
los ESRD, las imagenes se muestran en el orden de participacién de cada voluntario,

en el estudio.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.16.a. Imagenes digitales macroscdpicas del sitio de interés: metatarsiano 1 (MT1) correspondientes a los voluntarios
V1, V2, V3y V4. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra
el tipo de imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia

para la adquisicién de imagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.16.b. Imagenes digitales macroscopicas del sitio de interés: metatarsiano 1° (MT1) correspondientes a los voluntarios
V5, V6, V7 y V8. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra

el tipo de imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia

para la adquisicién de imagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.17.a. Imagenes digitales macroscopicas del sitio de interés: metatarsiano 5° (MT5) correspondientes a los voluntarios
V1, V2, V3y V4. Se muestran en el orden de participacién de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra
el tipo de imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia

para la adquisicion de imagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.17.b. Iméagenes digitales macroscopicas del sitio de interés: metatarsiano 5° (MT5) correspondientes a los voluntarios
V5, V6, V7 y V8. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra

el tipo de imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccién Metodologia

para la adquisicion de imagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.18.a. Imagenes digitales macroscépicas del sitio de interés: calcaneo (C) correspondientes a los voluntarios V1, V2, V3
y V4. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra el tipo de

imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia para la

adquisicion de imagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 4.18.b. Imagenes digitales macroscépicas del sitio de interés: calcaneo (C) correspondientes a los voluntarios V5, V6, V7
y V8. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra el tipo de

imagen ‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia para la

adquisicion de iméagenes digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 19.a. Iméagenes digitales macroscopicas del sitio de interés: tobillo (T) correspondientes a los voluntarios V1, V2, V3 'y
V4. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra el tipo de imagen
‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccién Metodologia para la

adquisicion de Imagenes Digitales.
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NATURAL MODIFICADA

Figura 19.b. Imagenes digitales macroscopicas del sitio de interés: tobillo (T) correspondientes a los voluntarios V5, V6, V7 y
V8. Se muestran en el orden de participacion de cada uno de forma secuencial, en la columna izquierda se muestra el tipo de imagen
‘natural’ y en la columna derecha se muestra el tipo de imagen ‘modificada’, descritas en la seccion Metodologia para la

adquisicion de Imagenes Digitales.
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Se puede observar en las imagenes de los voluntarios 1 y 2 que aun cuando ellos
presentan el tono mas oscuro de piel se advierte una transparencia uniforme de
tonalidad ‘rosada’ que indica buena irrigacion sanguinea y una condicion equilibrada

la cual resulta ser una constante en el resto de los voluntarios.

Cabe mencionar que un inconveniente presente en las imagenes ‘modificadas’ fue
la saturacion del sensor en algunas areas generada por la reflexion especular. Un
exceso del aceite para bebé durante su aplicacion sobre el tejido, pudo ser la causa
de este efecto no deseado.
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4.4 CONCLUSIONES

La ERD es una técnica Optica que ha sido utilizada durante ya bastante tiempo en
diversos campos del conocimiento, como en la agroindustria, las ciencias forenses,
la quimica incluso la medicina. En la medicina cominmente se ha empleado para
obtener informacion del tipo diagnéstico a partir de los ESRD en la piel del ser
humano. Actualmente es una técnica ampliamente explorada en el &mbito médico y
sigue representando una herramienta importante en el diagnéstico temprano de
padecimientos dermatolégicos, como lo son las ulceras en personas que tienen
diabetes.

Las imagenes digitales de alta calidad son un instrumento que permite documentar
y monitorear de forma apropiada diversos sucesos y procedimientos, incluso la
evolucion de complejas enfermedades del tipo cronico.

En el presente estudio se empled de manera conjunta la ERD vy la adquisicion de
imagenes digitales para documentar zonas de piel que presentan la tendencia a
desarrollar lesiones.

Considerando el desarrollo del presente estudio, hemos concluido que las
capacidades de la ERD -para detectar de forma precoz importantes cambios en la
estructura fisioldgica de los tejidos biologicos, 1o que comunmente se traduce en
posibles lesiones en los sitios de medicion- al combinarse con otra técnica como la
adquisicion de iméagenes digitales, se complementan tan eficazmente que los

resultados obtenidos con ambas mejoran de forma considerable.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES GENERALES

En esta tesis se han presentado varias metodologias que comprenden diferentes
técnicas Opticas, la implementacion de arreglos Optico-computacionales que
incluyen un prototipo experimental mecanico-optico y el desarrollo de algoritmos
computacionales. A partir de estas es posible analizar zonas de tejido biologico del
pie en pacientes diabéticos y extraer informacion sobre el estado de salud que
guardan estas zonas de interés que estan en riesgo de sufrir lesiones, como lo son las
Ulceras. Esta informacion de caracter diagndstico puede representar un apoyo
importante para la toma de decisiones que realiza el personal médico que atiende la
complicacion del pie diabético, en cuanto a la prevencion y tratamiento del mismo
se refiere.

El arreglo optico computacional presentado en el capitulo 2 permitié medir la
dimension del diametro de los vasos capilares presentes en un modelo de tejido
biol6gico que se elabord a partir de una porcion de piel de pollo. Esto se logro a
partir del analisis de imagenes digitales microscopicas de zonas de interés que
contenian a estos vasos; la adquisicion de las imagenes se realizd por medio de un
arreglo dptico microscopico y se analizaron a través de un algoritmo computacional
disefiado especificamente para extraer los datos de la dimension de estos vasos
sanguineos.

El modelo bioldgico propuesto, presenta ciertas bondades como ser de facil
acceso y manipulacion, caracteristicas que permitieron elaborar un conjunto de

muestras que mostraron bastante correspondencia, con el modelo al cual representan.
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Cada muestra presento una estructura con centros de absorcion y esparcimiento
similares a los de la piel humana, sin embargo se observaron diferentes relieves en
la superficie de cada una de estas, también se detectaron distintos niveles de
vascularizacion. No obstante lo anterior, fue posible determinar las dimensiones de
vasos capilares cuyos valores oscilaron en un intervalo promedio entre los 7.5 umy
los 232um. Este hecho resulta por demas interesante debido a que si se compara este
dato con el de un cabello humano, cuyo didmetro se encuentra en el orden de los 100
pm, se lograron obtener mediciones muy por debajo de este valor.

Se puede afirmar que es un método bastante Gtil y practico para medir las
dimensiones de vasos capilares, el algoritmo de analisis es parcialmente automatico
ya que el punto inicial y final de medicion se determinan de forma manual. En este
sentido es susceptible de mejorar, utilizando técnicas de procesamiento digital de
iméagenes (PDI).

Consideramos que el resultado obtenido, puede representar una solucion préactica
y menos costosa a la tarea de determinar las dimensiones fisicas de objetos
microscopicos inmersos en entornos bioldgicos.

El algoritmo computacional presentado en el capitulo 3 en la forma de interfaz
gréafica de usuario (GUI), supone un método alterno eficaz para validar los resultados
que se obtienen con algoritmos computacionales destinados a la extraccion de los
parametros fisioldgicos de la piel humana a partir de ESRD. Se utilizaron ESRD
sintéticos de prueba con propiedades dpticas conocidas, como sustitutos de los
imitadores de tejido denominados phamtoms, tan amplia y cominmente utilizados.

Cabe sefialar que existen algoritmos que posibilitan la extraccion de los
pardmetros fisioldgicos de la piel humana de forma automaética, sin embargo este
algoritmo representa una propuesta novedosa en el sentido de que permite su
extraccion de forma manual, dando la oportunidad al usuario de la aplicacion,
interactuar con el proceso de extraccion y mejorando su comprension del mismo. En
este sentido también provee un mecanismo de aprendizaje practico, para la

asimilacion de la teoria de transporte de luz o teoria de transporte radiativo

107



Capitulo 5. Conclusiones Generales

El sistema de documentacion del capitulo 4 contempld la obtencion de ESRD e
imagenes digitales macroscopicas de areas en un tejido bioldgico que es vulnerable
a lesiones de pie diabético.

Los ESRD se obtuvieron utilizando un arreglo que incorpora una sonda de doble
fibra Optica (fuente-detector), un espectrometro y un equipo de computo; con la
ayuda de este ultimo se registrd y almacenaron dichos ESRD. Las imagenes se
adquirieron mediante un arreglo Optico-computacional que incluy6 el prototipo
dptico-mecanico denominado ‘Polifemo’.

Se propuso un estudio en el que se usaron de forma combinada los sistemas
anteriores permitiendo documentar y analizar zonas especificas de tejido bioldgico
en un grupo de control conformado por individuos sanos (no diabéticos). Este estudio
representd la etapa preliminar de una investigacion mas completa, que contempla
como segunda etapa realizar dicha documentacion y analisis en pacientes diabéticos
propensos a desarrollar la complicacion del pie diabético.

En este trabajo se reportaron Unicamente los resultados de la etapa preliminar, que
representan la obtencion de una base de datos que nos permitird contrastar datos de
personas sanas con los de pacientes con diabetes.

En general se concluye que las diferentes metodologias y técnicas Opticas
tradicionales y modernas expuestas, asi como los dispositivos y arreglos épticos-
computacionales implementados representan un sistema biomédico integral que
puede coadyuvar en la evaluacion del estado de salud de tejido bioldgico en riesgo

en el pie diabético.
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Apeéndice A

Programa que realiza la adquisicion de imagenes digitales
mediante un sensor optico.

(script)
Las imégenes se guardan donde se encuentra almacenado este script
Realizado por Ing. Juan Estrada Berni

% Mayo 2017.

o\

o©

clear all
close all
clc

vid = videoinput ('pointgrey', 1, 'F7 RGB 1328x1048 Mode7'); % Se
establece la comunicacidén con el sensor CCD

imaghwinfo (vid) % Se muestra la informacidédn del driver

preview (vid) % Se previsualiza la imagen en tiempo real
hmsg = msgbox('Puede enfocar...'); % Indica al usuario mediante
un mensaje que puede enfocar la imagen
pause (1) ; % hace una pausa...
delete (hmsg);
pause
sample = getsnapshot (vid); % Captura la imagen
figure (1)
imshow (uintl6 (sample)); % Muestra la imagen capturada
pause (1)
imwrite

((sample), 'MH Planta ImaO7 31 May 2017 BFDl6cm FFD5 5mm M10x.png');

o)

% Almacena la imagen capturada

stoppreview (vid); Detiene el video
closepreview (vid); % Cierra el video
delete (vid); % Borra y libera el objeto creado
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Apéndice B

Programa que determina las dimensiones fisicas de un objeto o
zona de interés a partir de su imagen digital.

(script)

/* E1 proceso se realiza estableciendo inicialmente y también a
partir de su imagen digital una relacidén de equivalencia entre el
tamafio en pixeles de un objeto conocido (patrdén de referencia) y sus
dimensiones fisicas reales. A continuacién se determinan las
dimensiones fisicas del objeto o zona de interés de estudio
utilizando la relacidédn de equivalencia establecida.*/

%% Realizado por Ing. Juan Estrada Berni

oe

% Mayo de 2017

close all

clear all

clc

format shortEng % Define el formato de visualizacién de los datos
format compact

%% PATRON DE REFERENCIA

[

% Define el nombre de la imagen del patrén de referencia
N1="'MMayPR02 22 May 2017 BFDl6cm FFD5 5mm M-10x P2.png';

A=imread (N1) ; % Lee la imagen del patrédn de referencia

% AO0=rgb2gray (A7) ;

% Visualiza la imagen a color del patrdn de referencia
figure ('Name','1l"', "Position',0 0 300 3001);

imshow (uintl6 (A)),impixelinfo,title('Patron de Referencia');

[vf,xc]l=size (A); % Calcula el tamafio de la imagen del
patrén de referencia

xc=xc/3

vt

Al= imcrop (A); % Recorte y amplificacién de una zona de interés

Q

% del patrdén de referencia
% Muestra la imagen del segmento recortado del patrdén de referencia
figure('Name', '2', 'Position', [0 O 500 500]);
imshow (Al), impixelinfo,title('Patron de Referencia');
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% Obtiene las coordenadas de los puntos inicial y final de la medicién
[vfl,xcl]l=size (Al);

xcl=xcl/3
yfl

o

zOoOom on;

pause ()

Puedes hacer zoom al tamafo deseado con el mouse
y a continuacidén presionar cualquier tecla

zoom off;

Salir del modo zoom

o° 0o o oe

o

N

=ginput (2);
zoom out;
Ir al tamafio original de tu imagen

o©

oo

o\

Determina los valores médximos y minimos de las coordenadas
% de los puntos inicial y final de la medicidn
zX2max=max (z (:,1))

ZY2max=max (z (:,2))

ZX1Imin=min(z (:,1))

ZY1lmin=min(z (:,2))

[

% Determina el tamafio en pixeles del objeto de referencia
zd=sqgrt ( (ZX2max-ZX1min) "2+ (ZY¥2max-ZYlmin) "2)

%% IMAGEN A ESTUDIAR
% Visualiza la imagen a estudiar
N2='MMayPPO3 25 May 2017 BFDlé6cm FFD5 5mm M-10x P2 Z2.png';
% Lee la imagen a estudiar
A2=imread (N2) ;
% A22=rgb2gray (A2);
% Visualiza la imagen a estudiar a color
figure ('Name', '3', 'Position', [0 O 500 500]);
imshow (A2),impixelinfo,title('Zona de Interés');

% Obtiene las coordenadas de los puntos inicial y final de la
$medicidn.
% zoom on; % pause ()
% Puedes hacer zoom al tamafio deseado con el mouse
% vy a continuacién presionar cualquier tecla
z

oom off; % Salir del modo zoom

p=ginput (2) ;

% zoom out; % Ir al tamafio original de tu imagen

o©

Determina los valores méximos y minimos de las coordenadas
% de los puntos inicial y final de la medicidn
PX2max=max (p(:,1));
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PY2max=max (p(:,2));
PXlmin=min(p(:,1));
PYIlmin=min(p(:,2));

=

oe

% acotando la zona u objeto de interés

x1=PX1min; y1=PY1lmin;
x2=PX2max; y2=PY2max;

X=[x1 x21];
Y=[yl y2];

line(X,Y,"'color','[0.83 0.42 0.12]"', 'Linewidth"',2)
hold on

plot(X,Y,'y o', 'LineWidth',2)

%% EQUIVALENCIA

% zd pixeles --> 110 um

Dibuja una linea entre el punto inicial y final de la medicidn

% Determina el tamafio en pixeles del objeto o zona de interés

pd=sqgrt ( (PX2max-PX1lmin) "2+ (PY2max-PY1lmin) ~2)

[

MR= (pd* (110*1e-6)) /zd

% Visualiza sobre la imagen las dimensiones
% reales del objeto o zona de interés

PX2max=PX2max+15;
PY2max=PY2max+5;

% Determina las dimensiones reales del objeto o zona de interés

txt2=["\color[rgb]{0.3,0,0.6}", "\bf', '\fontsize{20}', num2str (MR/1le-

6)," \mum'];
text (PX2max, PY2max, txt2)
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Apéndice C

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE
INVESTIGACION.

(Para voluntarios de la UPT, Tulancingo, Hidalgo, México)

Titulo: Documentacién y caracterizacion de zonas de tejido biolégico mediante

imagenes Opticas macroscopicas a color y espectros de reflexion difusa.

Investigador principal: - Dr. José Alberto Delgado Atencio (UPT)
Co-Investigadores: - Ing. Juan Estrada Berni (Estudiante de Maestria en
Computacion Optica, UPT).
- Dra. Margarita Cunill Rodriguez (UPT)
- Dra. Nadia Lo6pez Flores (HGT)
- Dr. Cristébal Arni Ramirez Océadiz (UPT)
Antecedentes y objetivo
Este estudio tiene por objetivo obtener informacion bésica mediante la
adquisicion de imagenes macroscopicas a color y/o espectros de reflexion difusa en
zonas de la piel que son de interés diagnéstico con el fin de contribuir a desarrollar
técnicas Opticas no invasivas para la deteccion temprana de Ulceras en las

extremidades de pacientes diabéticos.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio de investigacion debido a que
en el mismo hemos considerado variables que pueden influir en la informacion
adquirida, tales como son: edad, condicidn fisica, y tipo de piel de los participantes,
por lo que al pertenecer usted a un grupo de edad joven contribuye a que
dispongamos de un grupo de control lo cual es imprescindible en este tipo de

investigacion.
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Procedimiento de medicion
La metodologia de adquisicion de espectros de reflexion difusa (ERD) implica la

colocacién del extremo comun de una sonda bifurcada de fibras 6pticas en contacto

con la zona de interés. El extremo comun de la sonda de fibra dptica contiene dos
fibras Opticas, una que funciona como fuente y otra como detector. La fibra- fuente
ilumina el tejido debido que en su otro extremo esta acoplada con una fuente de
iluminacion comercial de halégeno-tungsteno que emite luz blanca. El extremo de
la fibra-detectora que no esta en contacto con la piel se acopla a la entrada de un
espectrometro comercial de fibras Opticas donde se registra el espectro de la fraccién
de luz recolectada por la fibra de deteccion que esta en contacto con la piel. Mediante
puertos USB el espectrometro y una laptop son acoplados y por medio del software
comercial SpectraSuite se visualizan y registran los espectros de reflexion difusa de
las zonas de interés.

La metodologia de adquisicién de imagenes consiste en ubicar la zona de interés

a medir frente a un sistema de adquisicion de imagenes del tipo cdmara + lente de

enfogue que tiene incorporado una fuente luminosa formada por un anillo de LEDs
que emite luz blanca. Como parte del estudio con imagenes se hara uso de aceite
corporal del tipo usado para ‘bebé’ como elemento que mejora la penetracion de la
luz en la piel con el fin de mejorar la visualizacion de estructuras subsuperficiales de
la epidermis humana.

Se han seleccionado dos zonas de interés a medir las cuales son: a) la zona central
de la palma de la mano izquierda y b) el tobillo del pie izquierdo. Para la adquisicién
de imégenes se han determinado dos modalidades las cuales son: 1) sin aplicacion
de aceite y 2) con aplicacion de aceite en la zona a medir, de tal manera que se
adquieren 2 imagenes por zona de interés. Especificamente, después de adquirir la
imagen sin aceite se aplica una fina capa de éste y se espera un lapso de 5 minutos

antes de tomar la imagen con aceite.
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Todo el procedimiento de medicién puede tomar entre 10 y 30 minutos, aunque
se espera que la mayoria de las mediciones sean concluidas en aproximadamente 20
minutos como promedio.

Riesgos Potenciales y efectos secundarios

Es poco probable que se manifiesten reacciones secundarias al aceite corporal
aplicado en la zona de interés, sin embargo si se padece algun tipo de alergia a los
compuestos de dicha sustancia debe informarse de inmediato durante la entrevista o
en su defecto al leer este formato. Consideramos que el riesgo de que la
instrumentacion utilizada sufra averia alguna en el momento del estudio y cause
afectaciones a los participantes, es practicamente nulo.

Informacion General

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Usted tiene la
completa libertad de decidir participar o no sin que ello represente algun tipo de
afectacion a su situacion personal, académica, econdmica, etc. en modo alguno.

Beneficios y Alternativas

Su participacion es voluntaria y no recibird ningun tipo de beneficio (académico,
econdmico o social). Este estudio recaba informacion que puede conducir a realizar
diagnosticos médicos mas efectivos (no invasivos, a distancia, mas rapidos,
indoloros, menos costosos, etc.) de algunas enfermedades del tejido humano como
la piel y otros 6rganos. Especificamente este estudio pretende evaluar y adquirir
una mejor comprension de las variables que intervienen en el diagnéstico temprano
y no invasivo de Ulceras en el pie de pacientes diabéticos.

Confidencialidad

Los datos proporcionados por usted serdan manejados con discrecion y
confidencialidad estricta. Su nombre no sera revelado de ninguna manera sin
embargo los resultados de este estudio pueden ser objeto de publicacién en reportes

técnicos, tesis de grado y articulos cientificos.
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Responsabilidad

Si durante el tiempo en que adquirimos sus datos usted sufre alguna molestia o
llegara a sentirse indispuesto, las instalaciones médicas de la universidad estan
disponibles para brindarle el servicio acostumbrado por el personal médico de la
misma. Las molestias que usted refiera se anotaran en el cuaderno de trabajo de esta
investigacion y usted sera acompafiado a la enfermeria de nuestra universidad por
uno de los integrantes del proyecto.

Informacion Nueva

Si en algin momento a pesar de haber consentido su participacion usted considera
que tomar parte en este estudio ya no es de su interés o simplemente decidié no

continuar su participacion, deberé informarlo y se le retirara del estudio.
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Preguntas/Dudas
Cualquier duda o pregunta sobre el presente estudio sera resuelta por el Dr. José

Alberto Delgado Atencio en jose.delgado@upt.edu.mx, el ingeniero Juan Estrada

Berni  juam.estrada@upt.edu.mx, la Dra. Margarita Cunill Rodriguez

margarita.cunill@upt.edu.mx.

Consentimiento del voluntario

Se me ha dado la oportunidad de realizar preguntas acerca del presente estudio.
He leido el presente formato de consentimiento y mis preguntas y dudas han sido
respondidas a mi completa satisfaccion.

Mi firma registrada en la parte de abajo significa que estoy libremente de acuerdo
en tomar parte en este estudio de investigacion y que las condiciones establecidas en
este formato de consentimiento son aceptables para mi. Recibiré una copia firmada

de este consentimiento.

Firma del voluntario:

Nombre impreso del voluntario:

Fecha:

117


mailto:jose.delgado@upt.edu.mx
mailto:juam.estrada@upt.edu.mx
mailto:margarita.cunill@upt.edu.mx

Apeéndices

Apeéndice D
Cuestionario Para Estudio de Investigacion

Correspondiente al consentimiento informado que

lleva por titulo:

“Documentacion y caracterizacion de zonas de tejido biologico

mediante imagenes Opticas macroscopicas a color y espectros de

reflexion difusa.”

1.- Nombre:

2.- Edad: 3.- Sexo:

4.- ;Padece alguna enfermedad cronica? Si D No D

(En caso afirmativo seleccione si se trata de alguna de las siguientes)

Hipertension |:| Diabetes |:| Lupus |:| Cardiaca |:| Acrtritis |:|
VIH [] otra [] (describir):

5. ;Se le administra algtin tipo de farmaco o medicamento? Si [] No []

En caso afirmativo especifique de cual se trata:
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6.- ;Fuma? Si D No D

En caso afirmativo indique con qué frecuencia:

7.- ¢Ingiere bebidas alcohdlicas? Si |:| No El

En caso afirmativo indique con qué frecuencia:

8.- ¢Es alérgico al aceite para bebé? Si [] No []
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Apéndice E

Algoritmo de adquisicion de Imégenes Digitales

o©

Programa que realiza la adgquisicidén de imégenes digitales

Las imagenes se guardan donde se encuentra almacenado este script
Realizado por Ing. Juan Estrada Berni

Mayo 2017.

o oP

o\°

clear all
close all
clc

vid=videoinput ('pointgrey', 1, 'F7 RGB 1328x1048 Mode7'); % Se
establece la

comunicacidén con el sensor CCD
imaghwinfo (vid) % Se muestra la informacidén del driver

preview (vid) % Se previsualiza la imagen en tiempo real
hmsg = msgbox ('Puede enfocar...'); % Indica al usuario mediante

un mensaje que
puede enfocar 1la imagen

V...
pause (1) ; % hace una pasusa...
delete (hmsqg) ;
pause
for i=1:16
pause;
sample = getsnapshot(vid); % Captura la imagen
figure (1)
imshow (uint8 (sample)) ; % Muestra la imagen capturada
pause (1)
imwrite ((sample), ['Im0',num2str(i),'V3 05 Sep 2017.png'l); %
Almacena la imagen capturada
end

o\°

Detiene el video
Cierra el video
Borra y libera el objeto creado

stoppreview (vid);
closepreview (vid);
delete (vid);

o

o
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