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DESCRIPCION
Método y sistema para caracterizacion y cartografia de lesiones tisulares
Campo de la Invencion

La presente invencion se dirige a un aparato para la detecciéon y cartografia in vivo no invasiva de alteraciones
patoldgicas bioquimicas y/o funcionales de tejidos humanos.

Antecedentes de la Invencion

Los signos precursores del cancer son los denominados estados precancerosos, que con frecuencia son curables si
se detectan en una fase temprana. Si no se trata, el estado precanceroso se puede convertir en cancer invasivo, que
posteriormente puede metastatizar. En esta fase, las posibilidades de terapia exitosa se reducen enormemente. Por
consiguiente, la deteccion temprana y la identificacion objetiva de la gravedad del estado precanceroso son de
crucial importancia.

Los métodos convencionales que utilizan instrumentos 6pticos son muy limitados en su capacidad de detectar
lesiones tisulares cancerosas y precancerosas. Esto se debe al hecho de que los cambios estructurales y
metabolicos, que tienen lugar durante el desarrollo de la enfermedad, no alteran significativamente ni
especificamente las caracteristicas espectrales del tejido enfermo.

Para obtener un diagnéstico mas preciso, se obtienen muestras de biopsia de areas sospechosas, que se remiten
para examen histologico. Sin embargo, las biopsias presentan varios problemas, tales como a) un riesgo de errores
de muestreo asociado con las limitaciones visuales en la deteccion y localizacion de areas sospechosas; b) una
biopsia puede alterar la historia natural de la lesion intra-epitelial; c) la cartografia y la supervision de la lesion
requieren multiples muestreos de tejido, lo cual esta sometido a varios riesgos y limitaciones y d) el procedimiento de
diagndstico realizado con muestreo de biopsia y evaluacion histolégica es cualitativo, subjetivo, requiere mucho
tiempo, costoso y requiere mucho trabajo.

En los ultimos afos, se han desarrollado algunos métodos y sistemas para superar las desventajas de los
procedimientos de diagndstico convencionales. Estos métodos se pueden clasificar en dos categorias: a) métodos
que se basan en el andlisis espectral de tejidos in vivo, en un intento de mejorar la informacién de diagndstico y b)
métodos que se basan en la excitacion quimica de tejidos con la ayuda de agentes especiales, que pueden
interaccionar con el tejido enfermo y alterar sus caracteristicas 6pticas selectivamente, potenciando de ese modo el
contraste entre el tejido de lesion y sano.

En el primer caso, el uso experimental de técnicas espectroscépicas ha estado motivado por la capacidad de estas
técnicas de detectar alteraciones en las caracteristicas bioquimicas y/o estructurales de tejidos a medida que la
enfermedad evoluciona. En particular, la espectroscopia de fluorescencia se ha usado ampliamente en diversos
tejidos. Con la ayuda de una fuente de luz (habitualmente laser) de longitud de onda corta (intervalo azul-
ultravioleta), en primer lugar el tejido se excita. A continuacion, se mide la intensidad de la luz fluorescente emitida
por el tejido como una funcién de la longitud de onda de la luz.

Garfield y Glassman en la Patente N° US 5.450.857 y Ramanajum et al. en la Patente N° US 5.421.339 han
presentado un método basado en el uso de espectroscopia de fluorescencia para el diagnostico de lesiones
cancerosas Yy precancerosas del cervix. La desventaja principal de la espectroscopia de fluorescencia es que las
modificaciones bioquimicas existentes asociadas con la evolucion de la enfermedad no se manifiestan de una
manera directa como modificaciones en los espectros de fluorescencia medidos. Los espectros de fluorescencia
contienen informacién de diagndstico limitada por dos razones basicas: a) los tejidos contienen cromoéforos no
fluorescentes, tales como hemoglobina. La absorcion por tales croméforos de la luz emitida a partir de fluoréforos
puede dar como resultado depresiones y picos artificiales en los espectros de fluorescencia. En otras palabras, los
espectros tienen informacion enrevesada de varios componentes y, por lo tanto, es dificil evaluar alteraciones en
caracteristicas de tejidos de importancia diagndstica y b) los espectros son amplios porque un gran numero de
componentes de tejidos se excitan Opticamente y contribuyen a la sefial dptica medida. Como resultado, los
espectros no tienen informacion especifica de las alteraciones patoldgicas y, por tanto, son de valor diagndstico
limitado. En resumen, la técnica fluorescente mencionada anteriormente sufre de sensibilidad y especificidad bajas
en la deteccion y clasificacion de lesiones tisulares.

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad y especificidad del método precedente, Ramanujan et al. en la Patente N°
WO 98/24369 han presentado un método basado en el uso de redes neurales para el andlisis de los datos
espectrales. Este método se basa en la capacitacion de un sistema informatico con un gran numero de patrones
espectrales, que se han tomado de tejidos normales y de tejidos enfermos. El espectro que se mide cada vez se
compara con los datos espectrales almacenados, facilitando de esta manera la identificacion de la patologia tisular.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2464718 T3

R.R. Kortun et al., en la Patente N° US 5.697.373, tratando de mejorar la calidad de la informacion de diagndstico
medida, han presentado un método basado en la combinacién de espectroscopia de fluorescencia y dispersion
Raman. Este ultimo tiene la capacidad de proporcionar mas informacion analitica; sin embargo, la espectroscopia
Raman requiere instrumentos complejos y condiciones experimentales ideales, que sustancialmente obstaculizan el
uso clinico del mismo.

Generalmente se conoce que los tejidos se caracterizan por la carencia de homogeneidad espacial. Por
consiguiente, el analisis espectral de puntos espaciales distribuidos no es suficiente para la caracterizacion de su
estado.

Dombrowski en la Patente N° US 5.424.543, describe un sistema de formacion de imagenes de longitud de onda
multiple, capaz de capturar imagenes de tejidos en varias bandas espectrales. Con la ayuda de un sistema de este
tipo es posible cartografiar en general caracteristicas de importancia diagnéstica basandose en sus caracteristicas
espectrales particulares. Sin embargo, debido a la insignificancia de las diferencias espectrales entre tejido normal y
enfermo, que en general es el caso, la inspeccion en bandas espectrales estrechas no permite que estas
caracteristicas se destaquen y ain mas, la identificacion y determinacion de la fase del area patologica.

D.R. Sandison et al., en la Patente N° US 5.920.399, describe un sistema de formacion de imagenes, desarrollado
para la investigacion in vivo de células, que combina formacion de imagenes de multibanda y excitacion de luz del
tejido. El sistema también emplea un haz de fibra dptica dual para transmitir luz desde la fuente al tejido y después
desde el tejido hasta un detector 6ptico. Estos haces se ponen en contacto con el tejido y se combinan diversas
longitudes de onda de excitacion y formacion de imagenes en un intento de potenciar la diferenciacién espectral
entre tejido normal y enfermo.

En la Patente N° US 5.921.926, J. R. Delfyett et al. han presentado un método para el diagnostico de enfermedades
del cervix, que se basa en la combinacion de Interferometria Espectral y Tomografia de Coherencia Optica (OCT).
Este sistema combina formacion de imagenes tridimensionales y analisis espectral del tejido.

Ademas, se han presentado varias versiones mejoradas de colposcopios, (D. R. Craine et al. Patente N° US.
5.791.346 y K. L. Blaiz Patente N° US 5.989.184) en la mayoria de las cuales, se han integrado sistemas de
formacion de imagenes electrénicos para captacion de imagenes y analisis de imagenes de tejidos, que incluyen la
evaluacion cuantitativa del tamafio de la lesion. Para la potenciacion de la diferenciacion éptica entre tejido normal y
enfermo, se usan agentes especiales en diversos campos de diagnosticos biomédicos, que se administran por via
tépica o sistémica. Tales agentes incluyen solucion de acido acético, azul de toluidina y diversos fotosensibilizantes
(porfirinas) (S. Anderson Engels, C. Klinteberg, K. Svanberg, S. Svanberg, In vivo fluoresecence imaging for tissue
diagnostics, Phys Med. Biol. 42 (1997) 815-24). La tincidn selectiva de los tejidos enfermos surge de la propiedad de
estos agentes de interaccionar con las caracteristicas metabodlicas y estructurales alteradas del area patoldgica. Esta
interaccion potencia progresivamente y reversiblemente las diferencias en las caracteristicas espectrales de
reflexion y/o fluorescencia entre tejido normal y enfermo. A pesar del hecho de que la tincion selectiva del tejido
enfermo es un fendmeno dinamico, en la practica clinica la intensidad y el alcance de la tincién se evallan
cualitativamente y estaticamente. Ademas, en varios casos de afecciones patoldgicas tempranas, el fenébmeno de
tincion temporal después de administrar el agente, es de corta duracioén y, por tanto, el examinador no es capaz de
detectar las alteraciones ni incluso, de evaluar su intensidad y alcance. En otros casos, la tincion del tejido progresa
muy lentamente, dando como resultado la incomodidad del paciente y la creacién de problemas para que el
examinador evalle la intensidad y alcance de las alteraciones, ya que estan cambiando continuamente. Lo anterior
tiene como consecuencia directa la disminucion del valor diagnostico de estos procedimientos de diagndstico. Por
tanto, su utilidad esta limitada a facilitar el emplazamiento de areas sospechosas para obtener muestras de biopsia.

Resumiendo lo anterior, se extraen las siguientes conclusiones:

a) Se han propuesto y usado experimentalmente diversas técnicas espectroscopicas de dispersion de luz
convencionales (fluorescencia, dispersion elastica, no elastica, etc.) para la deteccion in vivo de alteraciones en
las caracteristicas estructurales de tejido enfermo. La desventaja principal de estas técnicas es que proporcionan
informacioén puntual, que es inadecuada para el analisis del tejido espacialmente no homogéneo. La formacion de
imagenes multibanda tiene el potencial de resolver este problema proporcionando informacién espectral, por
norma con una resolucién menor, en cualquier punto espacial del area que se esta examinando. Sin embargo,
estas técnicas de formacion de imagenes y de no formacion de imagenes, proporcionan informaciéon de valor
diagndstico limitado porque las alteraciones estructurales de tejidos, asociadas con el desarrollo de la
enfermedad, no se manifiestan como alteraciones significativas y caracteristicas en los espectros medidos. Por
consiguiente, la informacion espectral capturada no se puede correlacionar directamente con la patologia tisular,
un hecho que limita la utilidad clinica de estas técnicas.

b) Las técnicas de formacion de imagenes convencionales (no espectrales) proporcionan la capacidad de
cartografiar caracteristicas de importancia diagnostica en dos o tres dimensiones. Las mismas se usan
basicamente para medir caracteristicas morfolodgicas y como herramientas de documentacion clinica.

c) Los métodos de diagndstico que se basan en la tincion selectiva de tejido enfermo con agentes especiales
permiten la potenciacion del contraste Optico entre tejido normal y enfermo. Sin embargo, los mismos
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proporcionan informacion limitada para la identificacion y determinacion de fase in vivo de la enfermedad.

La interaccion selectiva de tejido enfermo con los agentes, que potencian el contraste 6ptico con tejido sano, es un
fenébmeno dinamico. Por lo tanto, es razonable sugerir que la medicidon y analisis de propiedades cinéticas podria
proporcionar informacion importante para la deteccion, identificacion y determinacién de fase in vivo de lesiones
tisulares. En una publicacion previa, en la que uno de los inventores es un coautor, (C. Balas, A. Dimoka, E.
Orfanoudaki, E. Koumandakis, “In vivo assessments of acetic acid-cervical tissue interaction using quantitative
imaging of back-scattered light: Its potencial use for the in vivo cervical cancer detection grading and mapping”,
SPIE-Optical Biopsies and Microscopic Techniques, Vol. 3568 pags. 31-37, (1998)), se presentan mediciones de las
alteraciones en las caracteristicas de la luz difusa retrograda como una funcién de longitud de onda y tiempo. Estas
alteraciones ocurren en el cervix por la administracion tépica de solucién de acido acético. En este caso particular,
se usd un sistema de formacion de imagenes multi-espectral de uso general construido alrededor de un
monocromador de cristal liquido sintonizable para medir las variaciones en intensidad de la luz difusa retrégrada
como una funcién de tiempo y longitud de onda en puntos espaciales seleccionados. Se observo que las formas de
linea de curvas de intensidad de luz difusa retrograda frente a tiempo proporcionan informacion adelantada para la
identificacion y determinacion de fase directa de neoplasias de tejidos. Los resultados no publicados del mismo
equipo de investigacion indican que también se pueden obtener resultados similares con otros agentes, que tienen la
propiedad de potenciar el contraste Optico entre tejido normal y enfermo. Sin embargo, el método experimental
empleado en el articulo publicado se caracteriza por bastantes desventajas, tales como: El monocromador de
formacion de imagenes requiere tiempo para cambiar la longitud de onda de formacién de imagenes y como
consecuencia es inapropiado para formacion de imagenes multi-espectrales y analisis de fendmenos dinamicos. No
constituye un método para la cartografia del grado de las lesiones tisulares, ya que las curvas presentadas ilustran
las alteraciones temporales de intensidad de la luz difusa retrograda en puntos seleccionados. La carencia de
conformacién de datos y analisis paramétrico de datos de cinética en cualquier punto espacial del area de interés
limita la utilidad del método en estudios experimentales y obstaculiza su aplicacion clinica. Los componentes 6pticos
usados para la formacion de imagenes del area de interés son de uso general y no cumplen con los requerimientos
técnicos especiales para la aplicacion clinica del método. La aplicacion clinica del sistema presentado también esta
obstaculizada por el hecho de que no integra medios apropiados para asegurar la estabilidad de la posicion relativa
entre la superficie del tejido y el mdédulo de captacion de imagen durante el procedimiento de formacion de imagenes
de foto. Esto es muy importante ya que movimientos pequefios del paciente (es decir, respiracion) siempre estan
presentes durante el procedimiento de examen. Si, después de la aplicacion del agente, suceden micro-movimientos
mientras se esta registrando una imagen, entonces las caracteristicas espaciales de las imagenes captadas pueden
no ser precisas. Esto puede reducir sustancialmente la precision del calculo de las curvas en cualquier punto
espacial que expresa la cinética de la interaccion marcador-tejido.

Sumario de la Invencion
La presente invencion se define en las reivindicaciones.

En ciertas realizaciones, los microscopios usados en examenes de diagnostico clinico, microscopios quirdrgicos y
colposcopios pueden incluir un lente de objetivo reflector que reemplaza un lente refractivo. El lente de objetivo
reflector se contrae para colocar un segundo espejo de reflexion en la parte central de su abertura frontal 6ptica. En
la parte posterior no reflectora de este espejo, se sujetan medios de iluminacion a partir de los cuales se emite luz
hacia el objeto. Con o sin componentes 6pticos de ampliacion o reduccion y enfoque de iluminacion, el rayo central
del cono de luz emitido es coaxial con el rayo central del haz de luz que entra en el lente de formacién de imagenes.
Con la ayuda de componentes 6pticos de ampliacion o reduccion y enfoque de iluminacion, que se pueden ajustar
simultaneamente y automaticamente con el mecanismo para variar el aumento del sistema optico de formacion de
imagenes, el area iluminada y el campo de visién del sistema de formacién de imagenes puede variar
simultaneamente y proporcionalmente. Cualquier disminucion en el brillo de la imagen causado por incrementar el
aumento se compensa con la ampliacién o reduccion y enfoque simultaneos del haz de iluminacion.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran aparentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 ilustra un aparato 6ptico de formacion de imagenes que comprende una fuente de luz localizada en la
parte central de su abertura frontal.

Descripcion Detallada de la Invencion

La presente invencion se dirige a un aparato optico de formacion de imagenes que comprende a) un lente de
objetivo reflector (RO) que incorpora un primer espejo de reflexion (1RM) y un segundo espejo de reflexion (2RM) se
coloca en la parte central de la abertura 6ptica frontal del lente de objetivo reflector (RO); y b) medios de iluminacion
(LS) dispuestos en la parte trasera del segundo espejo de reflexion (2RM) de manera tal que el rayo central del cono
de luz emitido desde los medios de iluminacién (LS) es coaxial con el rayo central del haz de luz que entra en el
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lente de objetivo reflector (RO) seguidamente a la reflexion de la luz emitida por la superficie de un tejido (T) bajo
examen.

Las fuentes de luz para iluminar el tejido incluyen diodos emisores de luz, y laseres.

Para el uso clinico de la invencion, las diferentes implementaciones de formacién de imagenes se pueden integrar a
dispositivos de diagnéstico de formacion de imagenes Opticas convencionales. Tales dispositivos son los varios
microscopios, colposcopios y endoscopios médicos, que se emplean rutinariamente para la inspeccion diagnostica in
vivo de tejidos. La formacion de imagenes de tejidos internos del cuerpo humano requiere en la mayoria de los
casos que la iluminacién y los rayos formadores de imagenes viajen por el mismo camino 6ptico, a través de las
cavidades del cuerpo. Como resultado, en los dispositivos de diagnostico optico convencionales la reflexion de la
superficie de los tejidos contribuye sustancialmente a la imagen formada. Esto limita la formacion de las imagenes
para las caracteristicas bajo la superficie, que es en general de gran importancia diagndstica. Este problema llega a
ser especialmente grave en tejidos epiteliales tales como el de cérvix, laringe y cavidad oral, que estan cubiertos de
fluidos como moco y saliva. La reflexion superficial también obstruye la deteccion y la medida de las alteraciones en
las propiedades opticas del tejido, inducidas tras la administracion de agentes, que mejoran el contraste 6ptico entre
tejido normal y enfermo. Mas especificamente, cuando el agente altera selectivamente las caracteristicas de
dispersion del tejido enfermo, la fuerte reflexion de la superficie que tiene lugar tanto en zonas de tejido patolégico
(que responde al agente) y normal (Que no responde al agente), ocluye la sefial diagndstica que se origina a partir
de la interaccion del agente con las caracteristicas debajo de la superficie del tejido. En otras palabras, la reflexion
de la superficie constituye un ruido oOptico en la sefial diagnostica, degradando sustancialmente el contraste
percibido entre zonas de tejido que responden al agente y que no responden al agente.

Para diagndsticos precisos empleando los dispositivos anteriormente mencionados, se pueden usar Opticas
adecuadas para eliminar el ruido que surge de la reflexion de la superficie.

El examen de diagndstico de tejidos que no son directamente accesibles localizados en cavidades del cuerpo
humano (oido, cérvix, cavidad oral eséfago, colén, estbmago) se realiza con la ayuda de microscopios clinicos
comunes. En estos dispositivos, los rayos de formacién de imagenes e iluminacién son casi coaxiales. Mas
especificamente, la linea perpendicular al punto de salida de luz hacia el aire y la linea perpendicular al lente de
objetivo, forman un angulo de pocos grados. Como resultado, estos microscopios funcionan a una distancia
especifica del sujeto (distancia de trabajo), donde el area de tejido iluminada coincide con el campo de vision del
sistema de formacién de imagenes. Se observa que estos microscopios son inapropiados en casos en los que se
requiere formacion de imagenes de tejido a través de cavidades del cuerpo humano de diametro pequefio y a
distancias cortas de trabajo. Estas limitaciones técnicas obstaculizan la aplicacién clinica satisfactoria del método
descrito en este documento. Como se ha descrito anteriormente, la eliminacién de la reflexion superficial da como
resultado una mejora sustancial de la informacion diagndstica obtenida a partir de la evaluaciéon cuantitativa de la
cinética de interaccion de marcador-tejido. Si se emplea un microscopio clinico comin como el médulo 6ptico de
formacién de imagenes, entonces como resultado de la geometria de formacion de imagenes e iluminacion
mencionada anteriormente, suceden reflexiones multiples en las paredes de la cavidad antes de que la luz alcance
el tejido que se esta analizando. En colposcopia son mas numerosas las reflexiones multiples debido a las paletas
altamente reflectoras del espéculo, que se inserta en la vagina para facilitar la inspeccion del cérvix. Si el iluminador
del aparato de formacién de imagenes emite luz polarizada linealmente, las reflexiones multiples aleatorizan el plano
de polarizacion de la luz incidente. Como se ha descrito anteriormente, si la luz que incide sobre el tejido no esta
polarizada linealmente, entonces puede no ser eficaz la eliminacién de la contribucion de la reflexion superficial a la
imagen.

La Figura 1 ilustra un aparato 6ptico de formacion de imagenes que incluye una fuente de luz localizada en la parte
central de su abertura frontal. Con este orden, el rayo central del cono de luz emitida es coaxial con el rayo central
del haz de luz que entra en el aparato de formacién de imagenes. Esto permite que los rayos de iluminacion
alcancen directamente la superficie del tejido que se esta examinando antes de que ocurran reflexiones multiples
con la pared de la cavidad o el espéculo. Se usa un lente de objetivo reflector, que incluye un espejo de primera
reflexion (1RM) y uno se segunda reflexién (2RM). Se coloca una fuente de luz (LS) en la parte posterior del espejo
de segunda reflexion (2RM), junto con, si se requiere, componentes Opticos para manipulacion del haz de luz tal
como ampliacion o reduccion y enfoque (SO). El lente de objetivo reflector (RO), mediante el reemplazo del objetivo
refractivo comun usado en microscopios convencionales, proporciona capacidad de formacion de imagenes en
cavidades de diametro pequefio con la libertad de elegir la distancia de trabajo. Los componentes opticos de
ampliacion o reduccion y de enfoque del haz de luz se pueden ajustar simultaneamente con el mecanismo para
variar el aumento del sistema 6ptico de formacion de imagenes para que el area de iluminacion y el campo de vision
del sistema de formacién de imagenes varien simultdneamente y proporcionalmente. Por tanto, el brillo de imagen
se conserva independientemente del nivel de aumento de los lentes. La geometria de formaciéon de imagenes e
iluminacion incorporada en este aparato 6ptico de formacion de imagenes, junto con las opciones de manipulacion
del haz de luz, ayuda a eliminar la contribucion de reflexion superficial a la imagen y por consiguiente ayuda a aplicar
eficazmente el método descrito en este documento.
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Equivalentes

Los especialistas en la técnica reconoceran o seran capaces de determinar usando no mas de un experimento de
rutina, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencidon descrita en este documento. Las

siguientes reivindicaciones tienen por objeto abarcar tales equivalentes.
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REIVINDICACIONES
1. Un aparato de formacion de imagenes opticas que comprende

(a) un lente de objetivo reflector (RO) que incorpora un primer espejo de reflexion (1 RM) y un segundo espejo
de reflexion (2RM) en donde el segundo espejo de reflexion (2RM) se coloca en la parte central de la apertura
optica frontal del lente de objetivo reflector (RO); y

(b) un medio de iluminacion (LS) colocado en la parte trasera del segundo espejo de reflexion de forma tal que
el rayo central del cono central de luz emitido desde los medios de iluminacién (LS) es coaxial con el rayo central
del haz de luz que entra en el lente de objetivo reflector (RO) seguidamente a la reflexion de la luz emitida por la
superficie de un tejido (T) bajo examen.

2. El aparato de formacion de imagenes 6pticas de la reivindicacion 1 en donde el medio de iluminacion comprende
un diodo emisor de luz.

3. El aparato de formacién de imagenes 6pticas de la reivindicacion 1 o 2 que ademas comprende opticas (SO) para
la manipulacién de los haces de luz.

4. El aparato de formacion de imagenes opticas de la reivindicacion 3 en donde las opticas (SO) para la
manipulacion del haz de luz permite la ampliacién y enfoque del haz de luz.

5. Un microscopio o colposcopio que comprende el aparato de obtencién de imagenes épticas de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. El microscopio de la reivindicacion 5 el cual es un microscopio quirirgico o un microscopio empleado en
examenes de diagndstico clinico.
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