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DESCRIPCION
Calibracion continua y en tiempo real de imagenes microscopicas basadas en fibras

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de manera general a un método para el procesamiento de imagenes obtenidas por
medio de detectores de imagen con funciones de transferencia no uniformes y posiciones espaciales irregulares vy,
en particular, por medio de una guia de imagenes consistente en una pluralidad de fibras épticas.

ANTECEDENTES
Cuando se realiza la obtenciéon de imagenes por barrido laser mediante un haz de fibras 6pticas, la salida bruta es
un grupo de muestras de la sefial directamente observada por el detector durante el barrido.

Como se describe en la Patente de EE.UU. N° 7.903.848, a partir de esta salida bruta se puede reconstruir en un
primer momento una imagen bruta. En esta imagen bruta, a cada fibra dada pueden estar asociados varios pixeles.
Cada uno de esos pixeles asociados a una fibra dada proporciona una medida diferente de la sefial devuelta por el
mismo volumen espacial del tejido, situado enfrente de la fibra en su extremo distal. Esta sefial devuelta puede ser
debida a fluorescencia, retrodispersion, o a cualquier otra radiacién producida por la interaccién entre la luz incidente
y el tejido.

Esas diversas medidas son diferentes porque la cantidad exacta de luz de excitacion inyectada en la fibra durante el
barrido depende en realidad de la posicion espacial del punto laser con respecto a la fibra. Ademas, si el punto laser
se solapa con varias fibras, la medida correspondiente puede componer la sefial devuelta recogida por estas fibras.
Tipicamente, a partir de los valores de los datos brutos, se puede hacer una estimacion de la sefal devuelta
posiblemente asociada al volumen espacial situado enfrente de la fibra mediante un método en cierto modo ad hoc
como en la Patente de EE.UU. N° 5.878.159, o con un modelo estadistico riguroso como en la Patente de EE.UU. N°
7.903.848. Esta estimacion resultante es entonces la medida que se puede asociar a la fibra dada.

Habiendo hecho esto, se puede ver conceptualmente cada fibra como si actuara como un Unico detector, o un Gnico
pixel CCD. Pero este CCD imaginario es diferente a los CCD comunes, al menos por cuatro razones:

a. El haz de fibras no esta compuesto por fibras espaciadas regularmente. Este CCD imaginario no es una
cuadricula;

b. La cantidad de luz inyectada, transmitida y a continuacion recogida es también especifica para cada fibra,
en parte porque los diametros de las fibras no son todos iguales y porque las épticas del sistema proximal
tienen aberraciones. Como consecuencia de ello, los pixeles de este CCD imaginario suelen tener, al menos,
diferentes sensibilidades;

c. En las interfases de las fibras o dentro de las propias fibras se pueden producir algunos efectos de
dispersion optica (Rayleigh, Fresnel, Raman, etc.) y, debido a ello, también puede aparecer alguna sefial, ya
sea lineal o no lineal. Por esas razones, la sefial devuelta recogida procedente de una fibra no es nula incluso
si no hay sefal objeto producida directamente por el tejido. Asimismo, este valor de fondo es diferente para
cada fibra; y

d. Ademas, esos tres fendmenos mencionados anteriormente pueden variar con el tiempo. Por ejemplo, en el
contexto de la obtencion de imagenes por fluorescencia, si las fibras presentan algo de autofluorescencia,
generalmente su intensidad disminuira debido al fotoblanqueo (“photobleaching”).

En resumen, después de la asociacion de pixel bruto a fibra, cada fibra se puede ver como un detector de un Unico
pixel con una funcion de transferencia especifica (por ejemplo, desplazamiento -“offset’- especifico y ganancia o
sensibilidad especifica). Por lo tanto, el sistema de obtencion de imagenes es irregular en el sentido de que las
funciones de transferencia son variables en el tiempo y no uniformes, es decir, dependen del pixel, y en el sentido de
que los pixeles estan situados de manera irregular en el dominio espacial. En lo que sigue, para mayor claridad, nos
referimos a estos detectores conceptuales como fibras, pero deberia ser evidente que la explicacion no tiene por qué
estar restringida a fibras fisicas reales.

En la Patente de EE.UU. N° 5.878.159 la obtenciéon de imagenes por medio de un haz de fibras dpticas se realiza
con un haz de fibras coherentes, es decir, un haz de fibras en el cual la disposicion espacial de las fibras se
mantiene a lo largo de toda la longitud del haz. En otros escenarios puede ser ventajoso utilizar un haz de fibras
incoherentes. En este caso, la asociacion de pixel bruto a fibra también tiene que tener en cuenta la
correspondencia dentro-fuera de la fibra, de modo que todavia se pueda ver cada fibra como un detector de un Gnico
pixel cuya posicién espacial con respecto a las otras fibras en el extremo distal es conocida. La recuperacién de la
correspondencia dentro-fuera de la fibra se puede realizar por diferentes medios, tales como los presentados en
Lazaro et al., Sensors, 2009, o en Demuynck y Menendez, WSEAS Transactions on Signal Processing. 2008. Las
Patentes de EE.UU. N° 7.903.848 y N° 5.878.159 proponen diferentes medios de procesamiento de datos obtenidos
por detectores con funciones de transferencia de las fibras no uniformes. La Patente de EE.UU. N° 5.878.159 so6lo
describe una invencion en la cual las funciones de transferencia de las fibras son funciones lineales simples (la sefial
devuelta por la fibra se modela como el producto de la sefial objeto por una constante de ganancia dependiente de
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la fibra). Por lo tanto esa patente no aborda el caso en el cual la sefial de fondo puede no ser nula cuando la sefial
objeto es nula. La Patente de EE.UU. N° 7.903.848 describe un método de procesamiento de imagenes que realiza
un ajuste basado en funciones de transferencia afines de las fibras. Esto se puede conseguir obteniendo dos
imagenes, una en un medio de fondo homogéneo (por ejemplo, aire o agua) y una en un medio homogéneo que
tenga una sefial objeto fuerte (por ejemplo, una solucion fluorescente en el caso de un microscopio fluorescente). A
continuacion, a partir de estas dos imagenes se deducen las funciones de transferencia afines de la fibra (es decir,
los desplazamientos y las ganancias). Se deberia observar que aunque, para mayor claridad, nos referimos a estas
imagenes de referencia como si fueran obtenidas en medios homogéneos, en otros contextos pueden simplemente
corresponder a sefial objeto homogénea (por ejemplo, imagenes de campo plano).

Los sistemas de obtencidon de imagenes basados en fibras se utilizan habitualmente, por ejemplo, para realizar
endomicroscopia, es decir, endoscopia a nivel microscopico. En un contexto clinico como este, obtener las dos
imagenes requeridas por la Patente de EE.UU. N° 7.903.848 antes de cada uso del sistema de obtencion de
imagenes, es decir, antes de cada procedimiento de endomicroscopia, es problematico. Es mas, poner el extremo
distal del haz de fibras en el interior de un medio homogéneo podria poner en riesgo la limpieza o asepsia de la fibra
que puede entrar en contacto con el paciente y, al mismo tiempo, podria hacer mas engorroso el procedimiento para
el médico. También deberia ser evidente que, en otros casos de uso, encontrar el medio homogéneo correcto podria
no ser trivial. Para abordar este problema pero poder todavia realizar un ajuste basado en funciones de transferencia
afines de las fibras, la Solicitud de Patente PCT N° PCTIB2009008012 describe una invencion en la cual antes del
procedimiento sélo se obtiene la imagen de fondo, tipicamente en el aire. Esta imagen de fondo se mapea a
continuacion de forma automatica a datos (por ejemplo, imagenes de fondo y de sefial objeto fuerte) que se han
obtenido antes del procedimiento (por ejemplo durante la fabricacion) y que estan almacenados junto con el sistema
de obtencién de imagenes (por ejemplo en un ordenador de control). A partir de la imagen de fondo obtenida in situ y
de los datos previamente mapeados, la Solicitud de Patente PCT N° PCTIB2009008012 deduce las ganancias y los
desplazamientos de las funciones de transferencia afines de las fibras. El sistema de obtencién de imagenes
comprende tipicamente una unidad perdurable (por ejemplo, la unidad de barrido laser) y un accesorio desechable
(por ejemplo un haz de fibras). En la estrategia de la Solicitud de Patente PCT N° PCTIB2009008012, tipicamente
s6lo el accesorio desechable estara disponible durante la fabricacion para obtener los datos necesarios para el
procesamiento de imagenes in situ, mientras que la unidad perdurable permanecera en la ubicacién del usuario final.
Asimismo, deberia ser evidente que cualquier dato obtenido durante la fabricacion permanecera constante en el
tiempo aunque las caracteristicas del sistema de obtencién de imagenes puedan variar a largo plazo, por ejemplo
debido al envejecimiento o a las caracteristicas ambientales. Por lo tanto, los datos sélo pueden ser una
aproximacion sesgada de lo que habria sido obtenido con el sistema de obtencién de imagenes final completo en el
momento de la obtencion de la imagen. Esto producira una aproximacion sesgada de las funciones de transferencia
de las fibras y, por lo tanto, conducira a una calidad de imagen inferior a la éptima. Asimismo, esta solucion requiere
que el accesorio desechable sea enviado al usuario final con los datos correspondientes a dicho accesorio. Es
necesario que el método de procesamiento de imagenes acceda a los datos y esto tipicamente requerira un
procedimiento de instalacion engorroso antes del primer uso del accesorio desechable.

Ademas de los defectos ya enumerados de estas estrategias anteriormente mencionadas, todas ellas comparten
otras limitaciones comunes. Debido a que, tipicamente, las imagenes de referencia (sefial de fondo y sefial de objeto
fuerte) no se obtienen en un medio que tiene exactamente las mismas propiedades fisicas (por ejemplo, apertura
numérica) que el objeto de interés final (cuyas propiedades a menudo se desconocen), las funciones de
transferencia de las fibras estimadas, en cualquier caso, sélo seran aproximaciones sesgadas de las funciones de
transferencia de las fibras vistas en el objeto. En otras palabras, estas funciones de transferencia de las fibras
tipicamente no s6lo dependen de la unidad perdurable y del accesorio desechable sino que dependen del montaje
de imagen completo, incluido el medio explorado.

Ademas, ninguna de estas estrategias anteriormente mencionadas puede hacer frente a funciones de transferencia
de las fibras variables en el tiempo. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, este escenario es al
menos tipico en el caso de fibras que muestran una sefial de fondo de autofluorescencia. Tipicamente, los valores
de desplazamiento debidos a la autofluorescencia de las fibras disminuyen con el tiempo, y en una cantidad
diferente de una fibra a la otra, lo que hace que cualquier medida realizada antes de la utilizacién sea escasamente
relevante. No sélo no refleja el nivel de fondo medio observado en tiempo real durante el procedimiento, sino que la
diferencia en la variacién de este fondo de una fibra a otra afecta a la calidad de la imagen y eventualmente aparece
como un velo en la imagen, es decir, como un patrén estatico. Una correcta iluminacion previa de las fibras justo
antes del uso del sistema de obtencidn de imagenes puede producir una estabilizacién de la autofluorescencia y, por
lo tanto, puede considerarse una solucion potencial. Sin embargo, esto impone fuertes restricciones al usuario final y
no se generaliza a otros fendmenos fisicos variables en el tiempo.

La técnica anterior muestra que el problema de los detectores de imagen no uniformes surge en otros campos y que
se ha abordado con diferentes métodos, como se muestra por ejemplo en Weiss, ICCV 2001, o en Kuhn et al,
Astronomical Society of the Pacific 1991. Por consiguiente, existe una necesidad de un sistema y método que
permitan el procesamiento de los datos proporcionados por detectores de este tipo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537733 T3

SUMARIO

El objeto de la invencion propuesta es proporcionar una nueva forma de realizar un ajuste basado en estas
funciones de transferencia no uniformes, variables en el tiempo, de las fibras, de manera que cuando se observe un
medio uniforme se obtenga una imagen uniforme. A la estimacién de las funciones de transferencia de las fibras
para la realizacion de ajustes basados en ellas se le llamara calibraciéon del sistema de obtencién de imagenes.
Describimos un método que garantiza una optimizaciéon continua y en tiempo real de la calibracion calculada
directamente a partir de imagenes objeto obtenidas por el sistema de obtencidon de imagenes durante su utilizacion.
Por lo tanto, nuestra invencién no requiere necesariamente que se obtengan datos de calibracion previos, ya sea in
situ con un procedimiento engorroso para el usuario o durante una etapa de la fabricaciébn con una transmisién
potencialmente compleja de los datos al usuario.

Los objetos, rasgos, efectos operativos y méritos anteriormente mencionados, y otros, de la invencion, resultaran
evidentes a partir de la siguiente descripcion y de los dibujos adjuntos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
A continuacion, se describira la invencion de forma mas concreta por medio de una realizacion preferente haciendo
referencia a los dibujos:

La Figura 1 es un diagrama de estados de ejemplo que representa, a alto nivel, los componentes principales
de un sistema de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 2 es un diagrama de estados de ejemplo que representa las transiciones entre modos de
funcionamiento potenciales de la invencién descrita en este documento.

La Figura 3 representa un diagrama de flujo de ejemplo del subcomponente de gestion de la deriva del
sistema de obtencién de imagenes representado en la Figura 2.

DESCRIPCION DETALLADA

En general, las realizaciones de la invencién proporcionan un método que puede hacer frente a funciones de
transferencia de las fibras que sean mas complejas que un simple factor de ganancia, al aspecto de la variaciéon en
el tiempo de la funcién de transferencia de las fibras, y a la distribucion espacial irregular de los detectores.

Visién general de la calibracién a ciegas

Las realizaciones de la invencién permiten encontrar una calibracién éptima del sistema de obtencion de imagenes
basada en la sefial objeto de entrada que recibe dicho sistema. A esta calibracion se le podria llamar ciega en el
sentido de que no se basa necesariamente en datos de calibracién previos especificos.

La observacion bésica detras de la presente invencion es que, cuando fibras vecinas miran a objetos fisicos, dichas
fibras vecinas ven casi la misma sefial objeto a lo largo del tiempo. Esta propiedad es debida a la naturaleza
mayoritariamente continua de las imagenes. Esto se ha estudiado en detalle para imagenes naturales y se cumple
para casi todas las imagenes de objetos fisicos. Dado que las funciones de transferencia de las fibras son
tipicamente constantes en el tiempo o varian lentamente en comparaciéon con la variacion de la sefial objeto, las
sefiales devueltas observadas procedentes de fibras vecinas estardn muy correlacionadas en el tiempo. Dado un
modelo de las funciones de transferencia de las fibras, se puede deducir un modelo de las funciones de relacién
entre fibras vecinas. Cada nuevo fotograma proporciona una medida de muestra para cada funcién de relacion de
cada conjunto de fibras vecinas. Acumulando una cantidad suficiente de estas medidas del objeto de interés, nuestra
invencion calcula una buena estimacion de estas funciones de relacién. Como se hard mas evidente mas adelante, a
este paso de estimacion de las funciones de relacién también se le puede denominar paso de regresion. Invirtiendo
el sistema completo de funciones de relacién, la presente invencion proporciona una estimacién adaptada de las
funciones de transferencia de las fibras. También se puede usar una opcion alternativa, mas exigente desde el punto
de vista de célculo. Por ejemplo, en vez de un procedimiento de dos pasos, regresidn-inversion, en algunos casos
podria ser ventajoso construir una Unica funcién de coste, basada en la discrepancia entre las medidas y las
funciones de transferencia de las fibras unidas. A continuacién se puede optimizar esta funcion de coste con
respecto a las funciones de transferencia de las fibras.

El principio de nuestra invencién no esta restringido a fibras vecinas espaciales directas sino que puede funcionar
siempre que se defina una gréafica de afinidades que una las fibras que se sabe que estadisticamente ven sefiales
objeto muy correlacionadas. En algunas realizaciones de la invencion en las que afinidad puede estar relacionada
con vecindad espacial, esta gréafica se puede construir tipicamente a partir de una triangulacion de Delaunay de las
posiciones de las fibras, lo cual es un medio intuitivo de definir vecindad espacial. Ademas, el objeto y la sefal
devuelta no tienen por qué estar restringidos a valores escalares sino que pueden ser perfectamente valores
vectoriales como en el sistema de obtencion de imagenes descrito en la Patente de EE.UU. N° 7.869.679.

Derivacion matematica general de la calibracion ciega
Sea pi la posicion espacial de la fibra i con respecto a la posicion espacial de una fibra arbitraria, por ejemplo,
de la primera;
Sea vj(t) la sefial devuelta medida por la fibra i en el instante t. vi(t) puede ser escalar o vectorial;
Sea ui(t) la sefial objeto vista por la fibra i en el instante t. ui(t) puede ser escalar o vectorial;
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Sea ¢i(.) la funcién de transferencia de la fibra i. Debido a que se asume que las funciones de transferencia
de las fibras son constantes o varian lentamente en el tiempo en comparacion con la sefial objeto, para mayor
simplicidad, no las indexamos por tiempo;

Sean E los bordes de la gréafica de afinidades de las fibras.

Dadas estas notaciones, tenemos, teniendo en cuenta el ruido de obtencion de imagen:
vi(e) ® Pla (6)) (1)
Con la suposicion de que para cualquier pareja (i,j) O E de fibras que forman un borde de la grafica de afinidades, la

sefial objeto vista por las dos fibras esta muy correlacionada y sélo se diferencia en un término de ruido que puede
ser grande s6lo en un conjunto disperso de bordes, tenemos:

u;(t) & u_i-[tj (2)
P (6) % o (ui(0)) 3)
vit) =y (97 H(vp(0)) =i =97 (vi(0) @)

Deberia resultar evidente que la relacion anterior no tiene por qué estar restringida a casos en los que las sefiales
objeto vistas por las dos fibras relacionadas sélo se diferencian en un término de ruido, sino que también se podria
adaptar a casos en los que las fibras relacionadas observan versiones transformadas con ruido de la sefal objeto
con funciones de transformacion conocidas.

La idea detras de la presente invencion es utilizar estas relaciones para estimar la funcion de transferencia de las
fibras. Dada una variacion suficiente de la sefial objeto u;(t) (y por lo tanto también, por suposicion, de ujt)), habra
grandes variaciones de vi(t) y de vj(t). A partir de esta sefial devuelta, nuestra invencion propone estimar las
funciones de transferencia compuestas ¢ = (/4'1 para cada par de fibras relacionadas en la grafica de afinidades. Los

resultados de este paso de regresion conducen a un sistema de ecuaciones sobredeterminado que se puede
invertir, o resolver, para obtener una estimacion de todas las funciones de transferencia de las fibras.

Visién general de la calibracion adaptativa variable en el tiempo

Aunque cada calibracion ciega se basa en la suposicién de que las funciones de transferencia de las fibras son
constantes en el tiempo, nuestra invencion se puede utilizar para estimar funciones de transferencia de las fibras
variables en el tiempo trabajando en ventanas temporales en las cuales la suposicion sigue siendo valida. En una
realizaciéon preferente de la descripcién, el método acumulara la sefial de retorno observada en un bufer cuyo
tamafo maximo se elige de acuerdo con la suposicion anterior. En cuanto el bufer contiene suficiente informacion se
puede lanzar un procedimiento de calibracién ciega.

En la Figura 1 se ilustra una visién general de ejemplo de como la invencidon puede manejar la citada calibracion
variable en el tiempo con ventanas temporales.

La estimacién de las funciones de relacion a partir de sefiales devueltas por fibras vecinas requiere una cierta
cantidad de muestras con un rango de valores suficientemente amplio para obtener una estimacién precisa. Por
ejemplo, si el extremo distal del haz de fibras permanece en el aire, las fibras sélo recogen ruido y sefial de fondo y
no es posible realizar ninguna regresion. Es necesario que la sefial objeto recogida por las fibras varie a lo largo del
tiempo. En un contexto tipico de obtencion de imagenes, el movimiento de las fibras con respecto al objeto
explorado generara el amplio rango de sefiales observadas por las fibras. En otras realizaciones, las variaciones de
la sefial objeto pueden proceder de variaciones del propio objeto como ocurrird si el objeto es sometido a
fotoblanqueo. Otra realizacion podria comprender variaciones activas de la sefial, lo que significa que las variaciones
podrian ser motivadas por acciones intencionadas tales como, por ejemplo, modulacién de la iluminacién o
movimientos haz-objeto impuestos.

Cuanto mayor sea la ventana temporal, mas precisas seran las regresiones y por lo tanto mas precisas seran
también las calibraciones. Sin embargo, en algunos casos también podria ser ventajoso obtener una estimacion
rapida. Por ejemplo, si la calibracion inicial (la que se utiliza antes de que se pueda lanzar la primera calibracion
ciega) se basa en un conocimiento previo poco detallado, para el usuario sera muy interesante disponer de una
primera estimacion rapida que sera refinada posteriormente. Adaptando su criterio en la ventana temporal, la
presente invencién se puede utilizar para conseguir ese resultado.

Inicializacién
La calibracion se puede inicializar de muchas formas diferentes. Una de las opciones mas evidentes seria utilizar la
técnica anterior para realizar la inicializacién. Por ejemplo, se puede utilizar una imagen de fondo que se obtendra en
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la puesta en marcha del sistema de obtencién de imagenes. Sélo esto puede ya proporcionar una primera
estimacion util de algunos parametros de las funciones de transferencia de las fibras, mientras que los demas
parametros se pueden configurar de acuerdo con una previa potencialmente no informativa. Otra opcion
complementaria es utilizar datos que se han calculado previamente durante la fabricacion como se describe en la
Solicitud de Patente PCT N° PCTIB2009008012.

Otra opcion, que se puede combinar con las anteriores, se basa en grabar las calibraciones una vez que se han
estimado. Durante la puesta en marcha del sistema de obtencidon de imagenes, el método puede ir a buscar una
calibracion grabada, si existe alguna de un uso anterior del sistema de obtencion de imagenes.

Sin embargo, tipicamente el sistema de obtencién de imagenes no estara exactamente en la misma configuracién
entre dos usos diferentes. Por ejemplo, si el sistema de obtenciéon de imagenes comprende una unidad perdurable y
un accesorio desechable que tienen que ser desconectados (por ejemplo, para tareas de limpieza), la reconexion
entre usos modificara potencialmente la apariencia de las fibras en la imagen bruta. Esto hace que la grabacién y
recarga de la calibracion sea una operacion no ftrivial. Ventajosamente, la grabacion de una calibracién se puede
realizar con la ayuda de la obtencién de una imagen de referencia, por ejemplo, en el aire o fondo, la primera vez
que se calibra el sistema de obtencion de imagenes. Esto se puede hacer, por ejemplo, junto con la obtencién de la
imagen de fondo para la primera inicializacion del sistema de obtencion de imagenes. Esta imagen de referencia se
puede utilizar para identificar las fibras cuyas funciones de transferencia estan grabadas. La imagen y la posicién de
las fibras se pueden almacenar en disco. Una vez que se dispone de una estimacion de la calibracion, las funciones
de transferencia estimadas de las fibras se pueden almacenar junto con la imagen de referencia. En la siguiente
calibracion del sistema de obtencion de imagenes, la imagen de referencia se puede mapear con la imagen de fondo
y las funciones de transferencia de las fibras previamente almacenadas se pueden usar como inicializacion.

Como se ha mencionado anteriormente, estas estrategias se pueden combinar de diferentes maneras. Por ejemplo,
algunas partes de las funciones de transferencia de las fibras pueden proceder de la calibracion grabada, mientras
que otras podrian proceder de estrategias alternativas como las presentadas en la técnica anterior, pero sin estar
limitadas a ellas. También se puede utilizar una imagen obtenida durante la fabricacion para que sirva como imagen
de referencia para la grabacion.

Estabilizando la calibracion ciega

Como deberia resultar evidente de la descripcion anterior, realizar una nueva calibraciéon ciega implica una gran
cantidad de regresiones y la resoluciéon de un gran sistema inverso de ecuaciones. Es bien sabido que dichos
problemas podrian no ser sencillos de resolver debido a errores numéricos e inestabilidades. Ahora proporcionamos
algunos medios para estabilizar los céalculos, méas alla de los medios estandar, que son particularmente apropiados
para ser usados en determinadas realizaciones de la presente invencion. Se deberia observar que no es necesario
gue algunas de las técnicas propuestas estén restringidas al caso de funciones de transferencia de las fibras
variables en el tiempo, sino que también pueden ser Utiles para el caso mas sencillo de funciones de transferencia
de las fibras que sean constantes en el tiempo.

Tipicamente, las técnicas de regresion estandar se basan en un modelo gaussiano del ruido. En nuestro caso, no
hay ninguna razén para que el ruido en la medida de las funciones de relacion de las fibras esté distribuido como
una normal y es mas probable que siga una distribucién de cola larga, en la que los valores grandes corresponden a
bordes fuertes en la imagen obtenida. Estos valores grandes actiian como valores atipicos en la regresion, y pueden
distorsionar fuertemente los resultados de la regresion. En segundo lugar, las regresiones clasicas son asimétricas.
Estas regresiones clasicas suponen que la variable independiente esta libre de errores lo cual tipicamente no es el
caso en nuestro escenario. Para evitar las limitaciones anteriores, nuestra invencion se puede utilizar en conjunto
con métodos de regresion ortogonales robustos incluidos, pero no limitados a, estimadores M, minimos cuadrados
recortados y similares. Ademas, nuestra invencion también se puede beneficiar de la utilizacion de un modelo
estadistico preciso del ruido para realizar una regresién adaptada. Esto se podria hacer por ejemplo con
estimadores de méxima verosimilitud.

En un escenario tipico, también podria ser util aplicar algo de preprocesamiento a la medida de las funciones de
relacion de las fibras antes de realizar la regresion. Por ejemplo, cuando el método estime que hay datos suficientes
para realizar una calibracién ciega, podria ser ventajoso eliminar los datos correspondientes a fibras saturadas y
filtrar los datos para conseguir una cobertura relativamente uniforme del rango dinamico. El objetivo de este paso es
evitar tener demasiados valores similares para las regresiones. Efectivamente, esto puede, en algunos casos,
distorsionar las regresiones, y las estadisticas robustas. Por ejemplo, un estimador de la mediana no puede manejar
el caso en que mas de la mitad del nimero total de muestras representan fondo. Puede existir el problema opuesto:
si hay muy pocos fotogramas de fondo, las regresiones podrian ser imprecisas. Para aliviar este problema, se
podrian afiadir fotogramas de fondo virtuales. De forma mas general, se pueden asignar pesos a las muestras para
igualar mejor los correspondientes histogramas.

Todavia haciendo referencia al problema de regresion y a la construccion del sistema a resolver, pueden aparecer

otros problemas practicos. Una vez que se han calculado las regresiones, algunos resultados de regresion pueden
tener una mayor confianza que otros. Por tanto, podria ser interesante tener en cuenta estas confianzas, por ejemplo
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asignando un peso a las correspondientes ecuaciones en el sistema inverso a resolver. Para ello, se puede utilizar
una medida estandar de la bondad del ajuste como por ejemplo el coeficiente de determinacién R?0 cualquier otra
medida de la bondad del ajuste mejor adaptada al modelo de ruido.

Ademas, también puede suceder que algunas fibras del haz de fibras estén muertas, que no transmitan casi ninguna
luz. Las regresiones calculadas entre esas fibras y sus vecinas probablemente seran incorrectas. En este caso,
podria ser deseable detectar y desechar las correspondientes regresiones. Por ejemplo, esto se puede hacer fijando
un umbral para la medida de confianza (por ejemplo, la bondad del ajuste). Si la confianza esta por debajo del
umbral, la correspondiente regresion se puede utilizar con un peso cero en el sistema inverso. Si se eliminan
demasiadas relaciones, el rango del sistema puede disminuir. En un modo de funcionamiento tipico, este rango
estara relacionado con el nimero de componentes conectados en la grafica de afinidades que unen las fibras. La
solucién para cada componente es independiente de las otras, dado que no existen relaciones entre ellos. Si existen
varios componentes conectados, hay varias opciones disponibles para calcular la calibracion final. En algunas
realizaciones de la invencion, todos los componentes conectados se pueden resolver de manera independiente. En
otras realizaciones, podemos elegir calcular sélo las funciones de transferencia de las fibras del mayor componente
conectado y propagar los resultados al resto de las fibras. En otras realizaciones adicionales, las soluciones para
cada componente independiente se pueden fusionar, por ejemplo, imponiendo algunas restricciones de suavidad.

En algunas realizaciones de la presente invencién, podriamos tener acceso a informacion previa acerca de las
funciones de relacion entre fibras vecinas o acerca de las funciones de transferencia de las fibras. Esta informacion
se podria utilizar para regularizar los célculos de las regresiones o la inversion del sistema.

Por ejemplo, si se obtiene una imagen de fondo inicial antes del uso del sistema de obtencién de imagenes y si se
asume que la sefial de fondo permanece constante en el tiempo, se podria realizar un ajuste en la sefial devuelta
basado en la sefial de fondo y de esta forma se podria trabajar sobre funciones de transferencia de las fibras
simplificadas. Otro ejemplo seria el caso en que, de nuevo, se obtiene una imagen de fondo inicial pero en el que se
dispone de un modelo de la evolucién temporal de la sefial de fondo (por ejemplo, disminucién de la
autofluorescencia). Esta ley de evolucion temporal se podria introducir en la regresién y en la inversion del sistema.
Las ventajas de estas realizaciones se haran mas evidentes en lo que sigue, cuando se desarrollen en un ejemplo
practico.

Algunas realizaciones de la presente invencién, cuando se usan en modo variable en el tiempo, también se podrian
beneficiar de la introduccion de una suavidad o consistencia temporal en las calibraciones estimadas. Esto se podria
hacer, por ejemplo, introduciendo el resultado de la calibracién previa como un término de regularizacién en el
sistema a resolver. Otras opciones incluyen, pero no estan limitadas a, escalar simplemente las calibraciones, de
manera que calibraciones consecutivas coincidan en términos del brillo final de la sefial objeto estimada.

Interaccién con otros potenciales componentes de procesamiento de imagen

En muchos sistemas de obtencién de imagenes, ademas de las funciones de transferencia de las fibras, podria
existir una funcién de transferencia del sistema global ajustable que se puede afinar en funciéon de los datos de
entrada. Un escenario tipico seria el ajuste de la ganancia de la cadena de deteccion o una fluctuacion de la luz del
laser de excitacion. Estos ajustes se realizan a menudo para evitar la saturacion de los detectores y para mantener
la sefial dentro de un rango dinamico 6ptimo para la electrénica. Con minimas adaptaciones, nuestra invencion
puede manejar estos casos. Sea y(.) la funciéon de transferencia (conocida) ajustable del sistema global, la sefial
devuelta medida por la fibra i en el instante t se convierte ahora en:

vi(t) =¥ ('l#’i("-:':ﬁ']]
Transformando las muestras en ¥;(t) = 3 *(v;(t)], se puede aplicar el mismo proceso de calibracién a ¥;(t).

Ademas de estos cambios globales conocidos en el sistema de obtencion de imagenes, también puede suceder que
durante el uso se puedan ejecutar controles automaticos para comprobar y potencialmente corregir cualquier deriva
de la configuracién del sistema de obtencién de imagenes. Por ejemplo, si el sistema de obtencion de imagenes
comprende una unidad perdurable y un accesorio desechable que es necesario conectar entre si, la configuracién
global puede ser muy sensible a la conexién. Cualquier deriva en el conector producira un cambio de configuracién
gue puede afectar a la asociacion de pixel bruto a fibra y hacer que las funciones de transferencia de las fibras se
gueden obsoletas. Un remapeo de la imagen bruta obtenida en ese momento a la imagen de referencia resolvera el
problema de asociacion de pixel bruto a fibra pero las funciones de transferencia de las fibras anteriores ain podrian
guedarse obsoletas. En otros casos, también podria ocurrir que la deriva de la configuracion sea detectada por el
sistema y potencialmente se realiza un ajuste basado en ella sin que esto tenga ningn impacto duradero sobre las
funciones de transferencia de las fibras. La presente invencién se puede adaptar a cualquiera de estos cambios,
permanentes 0 temporales, de la configuracién del sistema de obtencion de imagenes. En caso de un cambio
permanente, podria ser ventajoso pedir que se realice una nueva calibracién ciega en cuanto se haya acumulado
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suficiente sefial devuelta nueva. En caso de un cambio temporal, podria ser ventajoso simplemente detener la
acumulacién de sefial devuelta hasta que se sepa que el sistema ha vuelto a su configuracién previa.

Modos de fuera de linea y de tiempo diferido

Partes del sistema de calibracién descrito anteriormente en este documento eran especialmente apropiadas para un
modo de funcionamiento en linea. Sin embargo, con pequefias modificaciones el algoritmo de calibracion se podria
aplicar como un postprocesamiento a secuencias ya obtenidas o con algo de retraso a una secuencia obtenida en
ese momento.

Si las funciones de transferencia de las fibras son casi constantes en el tiempo, en modo fuera de linea,
potencialmente no existe ninguna necesidad de disponer de un bufer histérico y potencialmente no existe ninguna
necesidad de decidir cuando lanzar la estimacion, dado que se puede utilizar toda la secuencia para calcular la
nueva calibracién.

La calibracién estimada a partir de una secuencia larga también se podria aplicar a una secuencia corta obtenida
poco después o poco antes, para la cual no habria sido posible realizar una estimacion debido a no disponer de
suficientes datos.

En otra realizacion del modo fuera de linea, se pueden combinar varias secuencias para obtener una mejor
estimacion de la calibracién, y se puede aplicar la calibracion a todas las secuencias de entrada.

Ademas, en modo fuera de linea o de tiempo diferido, todavia se puede utilizar una ventana temporal pero no es
necesario que sea cerrada por el fotograma obtenido en ese momento. Por ejemplo, podria ser ventajoso elegir una
ventana temporal centrada en el fotograma obtenido en ese momento.

DETALLES DE IMPLEMENTACION DE EJEMPLO PARA FUNCIONES DE TRANSFERENCIA AFINES DE LAS
FIBRAS

En lo que sigue, derivamos el modelo completo para el caso de funcion de transferencia afin de la fibra. Una funcion
de transferencia afin de la fibra se puede caracterizar totalmente mediante un desplazamiento y una ganancia. Por lo
tanto, nos centraremos en la estimacién de estos dos parametros para cada fibra. Para mayor claridad, nos
concentramos en técnicas de obtencién de imagenes microscopicas basadas en fibras existentes, incluidas la
obtencidn de imagenes por fluorescencia, la Generacién de Segundo Arménico (SHG) y la Dispersion Coherente de
Raman Antistokes (CARS), aunque el caso de funciones de transferencia afines de las fibras no esta restringido a
estos tipos especificos de obtencion de imagenes.

Dado un modelo afin para funciones de transferencia de las fibras y utilizando fibras por parejas (los bordes de la

grafica de afinidades), obtenemos funciones de transferencia compuestas ¥; =¥;. Los coeficientes de estas

funciones afines que unen las sefales devueltas temporales de parejas de fibras vecinas son los coeficientes de
correccion para calibrar una fibra con respecto a la otra. Estos pueden ser vistos conceptualmente como el gradiente
de los mapas de desplazamiento y ganancia aunque esta idea esta mal definida en mallas irregulares tales como la
nuestra. De esta forma, el céalculo de la calibracién del sistema esta conceptualmente cerca de la recuperacion de
desplazamientos y ganancias a partir de su gradiente.

Modelo de obtencién de imagenes por fluorescencia

En el caso tipico de obtencion de imagenes por fluorescencia mediante fibras, la intensidad recogida por el detector
viene, por una parte, de una sefial de fondo generada en las propias fibras (debida a efectos de autofluorescencia,
dispersion Raman y similares) y, por otra parte, de una fluorescencia generada por el tejido observado.

En fluorescencia clasica (también conocida como fluorescencia de un fotén), las dos intensidades son
proporcionales a la intensidad de la fuente de luz y, en diferentes grados, a la transmision de las fibras individuales
(en la longitud de onda de la excitacién y en las longitudes de onda de la fluorescencia) asi como a las eficiencias de
acoplamiento con las fibras. Pero mientras que el fondo depende sélo de las propiedades de las fibras, la sefial del
tejido depende de, y es proporcional a, la concentracion de moléculas fluorescentes en el interior del tejido.

De esta forma, la sefial recogida se puede sintetizar como una suma de:

a. un valor variable, proporcional a la concentracion de moléculas fluorescentes, dependiendo el coeficiente
sé6lo de las fibras, y
b. un valor constante, que sélo depende de las fibras.

Con mayor detalle, la ley de Beer-Lambert dice que la intensidad de fluorescencia es también proporcional a algunos
coeficientes de absorcién y emision, los cuales son especificos para las moléculas fluorescentes. En este contexto,
no podemos separarlos de la propia concentracién. En lo que sigue, el término concentracion se debe entender
como una concentracion efectiva, es decir, como el producto de la concentracidon real por los coeficientes de
absorcién y emision.
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De la explicacion anterior, podemos observar que el modelo de obtencion de imagenes por fluorescencia es una
particularizacién de un modelo afin de obtencién de imagenes.

Existen otros tipos de fluorescencia, tales como la excitacion de dos fotones. En este caso, la sefial ya no es
proporcional a la intensidad de la fuente de luz, sino a su cuadrado. Por consiguiente, la dependencia con las
eficiencias de acoplamiento en las fibras y con su transmisién en la longitud de onda de excitacion también esta
elevada al cuadrado. Sin embargo, la dependencia con la concentracion de moléculas fluorescentes en el tejido
sigue siendo la misma, es decir, lineal, debido a la suma incoherente de las contribuciones de moléculas
individuales.

Por lo tanto deberia ser evidente que, también en esta situacion de dos fotones, el modelo de obtencion de
imagenes por fluorescencia sigue siendo una particularizacion de un modelo afin de obtencién de imagenes, pero
con coeficientes que, por supuesto, son diferentes a los usados para fluorescencia clasica.

Otro modelo de obtencion de imagenes microscépicas

Esta descripcion se puede generalizar a modalidades de obtencién de imagenes incluso mas sofisticadas, tales
como por ejemplo la Generacién de Segundo Armoénico (SHG) y la Dispersion Coherente de Raman Antistokes
(CARS). Esta vez, la contribuciéon de las moléculas individuales se suma de forma coherente, es decir, en amplitud,
haciendo que la intensidad resultante varie con el cuadrado de la concentracion de moléculas. Pero la sefial
recogida por el detector sigue siendo la suma de dos contribuciones:

a. una sefial del tejido, proporcional al cuadrado de la concentracién con algun coeficiente multiplicativo que
depende de las fibras, y
b. una sefial de fondo aditiva que depende de las fibras.

De esta explicacion, observamos que todavia nos enfrentamos a una particularizacion de un modelo afin de
obtencion de imagenes, siempre y cuando, en lugar de trabajar con una concentracion efectiva, trabajemos ahora
con el cuadrado de esta cantidad.

En las siguientes secciones, no distinguiremos entre los diferentes modelos de obtencion de imagenes presentados
anteriormente, y nos referiremos siempre a una concentracion generalizada, la cual se puede entender como la
propia concentracion efectiva, o como una funcion de ella. Esto incluye su cuadrado para los casos de Generacion
de Segundo Armonico (SHG) y Dispersién Coherente de Raman Antistokes (CARS). En cualquier caso deberia ser
evidente que la fluorescencia, la SHG y la CARS sélo se presentan como modelos habituales de obtencion de
imagenes, pero que otros tipos de obtencién de imagenes se pueden beneficiar de nuestra invencion.

Evaluacién matematica de la suposicion principal
De ahora en adelante, simplemente llamamos a; a la ganancia de la fibra y £ al desplazamiento de la fibra. La
calibracion del sistema requiere estimar estos valores, para poder recuperar la sefial objeto.

En las secciones anteriores mencionamos que nuestra invencidn se basa en la hip6tesis de que fibras vecinas ven
casi la misma cosa. En el caso especifico de la obtencidon de imagenes microscopicas, esta hipétesis se deriva de
manera natural de la naturaleza mayoritariamente continua de la concentracion generalizada.

a. pi sigue haciendo referencia a la posicion espacial de la fibra i con respecto a la posicion espacial de una
fibra arbitraria, por ejemplo, de la primera;

b. Sea vi(t) la sefial devuelta medida por la fibra i en el instante t. En este contexto ya no se escribe la v en
negrita para resaltar el hecho de que ahora nos concentramos en sefial escalar;

c. Sea C(p) la concentracién generalizada en la posicion pen el objeto explorado;

d. Sea ¢(t) la posicion espacial del extremo distal del haz de fibras en el instante t con respecto al objeto
explorado;

e. Por lo tanto, la concentracion generalizada en el volumen explorado por la fibra i, ui(t), viene dada por ui(t) =

C(e(®) + pi)
Dadas estas notaciones, el modelo afin se puede formular como:
wit) = e () + 5 (5)

Sea E el conjunto de bordes de una gréafica de vecindad espacial. Tipicamente podemos utilizar, por ejemplo, una
grafica no dirigida asociada con la triangulacién de fibras de Delaunay. Sea (i,j) /7E, tenemos

vi(t) = ;C((0) + p;) + B;
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WJ'C(:‘P[“;:' +pitpi - P[:] + ,ﬁ?_i'

a;C () +p;) + (p; — p:) - V() + po) + B; + o(|lp; — wi])

Hj - . - -
2 Wi — B+ + (p; —p:) -VC(p(t) +p) + o |lp; — o)

Con la suposicién natural de que las variaciones de la concentracidn generalizada son casi siempre suaves y de que
las variaciones bruscas son raras (lo que significa que la distribucién de valores gradiente es dispersa), la UGltima
ecuacion se puede reescribir como:

donde X: es un término de ruido cuya distribucion es dispersa. Un ejemplo de distribucion de este tipo es la
distribucion de Laplace. De (6), se observa que, efectivamente, sefiales devueltas recogidas por dos fibras vecinas
pueden estar aproximadamente relacionadas por una ecuacion afin y que, por lo tanto, estaran muy correlacionadas.

Modelo afin del sistema

En este caso afin, la idea detras de la presente invencién de utilizar las funciones de relacion de las fibras para
estimar la calibracion se traduce en la utilizacion de estas relaciones para estimar {ai} y {Bi}. Considérense las
sefiales devueltas vi(t) y vj(t) observadas procedentes de dos fibras vecinas, los coeficientes a;, bj de la relacion afin
entre las dos sefiales devueltas se pueden estimar mediante una regresion afin:

vi(E)~agvi(t) + by;

Identificando los coeficientes con los de la ecuacién (6) obtenemos:

:
_%
Rl:_i' = I!I[
ﬂ'_i'
bij = §; —Eﬁ’i
0, en otros términos:
{ g’ ™
aif; — By = —by;

Considerando todas las parejas de fibras vecinas, obtenemos dos sistemas lineales, uno cuyas incognitas son las a;
y uno cuyas incognitas son las fBi. Por lo tanto, esto nos permite estimar una calibracién a partir de relaciones afines
calculadas a partir de la sefial devuelta sin calibrar observada.

En las siguientes partes, consideramos s6lo las relaciones afines entre fibras vecinas y, tipicamente, nos basamos
en la triangulacién de Delaunay para definir vecindad. Por supuesto, también podriamos buscar relaciones afines
entre fibras que estén alejadas, por ejemplo, alejadas entre si por dos o tres bordes.

Regresiones: estimacion de relaciones afines
Utilizando el modelo (6), queremos estimar los coeficientes de regresion a y b a partir de dos conjuntos de sefiales

devueltas observadas xx = Vi(t) ¥ Yk = Vj(t) recogidas procedentes de dos fibras vecinas i y j y muestreadas en
instantes { tk} 1.4cem:

Ve =ax; + b+ Xe,

E=
Minimos cuadrados ordinarios

El método mas clasico seria utilizar regresion por minimos cuadrados:

m
(6.5) = arg min } (¥ —ax; — b)°
a.0 1

k=
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Sin embargo, existen varias desventajas asociadas con este método. En primer lugar, no hay ninguna razén para
que X esté distribuida como una normal y es mas probable que siga una distribucion de cola larga, correspondiendo
los valores grandes a bordes fuertes en la imagen obtenida. Como se ha mencionado anteriormente, estos valores
grandes pueden distorsionar la estimacion por minimos cuadrados. También se observa que la regresion por
minimos cuadrados es asimétrica. Supone que la variable x independiente esta libre de errores. Una consecuencia
es que el resultado de la regresion xx = a'yk + b’ no sera la inversa de la regresion yx = axx + b. Un ruido en la
variable independiente, como tenemos aqui, sesgara la estimacion de la pendiente hacia 0, lo cual se conoce como
sesgo de atenuacion.

Regresion ortogonal robusta

Dado que tenemos una regresion con error en las variables, es decir, con error de medida en ambas variables, si la
suposicion de que la varianza del error es la misma para ambas variables es razonable, podria ser ventajoso utilizar
una regresiéon ortogonal para estimar a y b. En una regresién ortogonal, la funciéon objetivo es la suma de las
distancias a la linea de regresion al cuadrado:

m

f = arg min Z[Ei.r;l. + BaV + 857
(B|&+E=ry it

Esta estrategia puede ayudar a fijar el sesgo de atenuacion. También, como se ilustrdé anteriormente, para tener en
cuenta la presencia de valores atipicos, nuestro método puede utilizar ventajosamente métodos de regresion
robustos. En realizaciones de nuestra invencion se puede utilizar cualquier método robusto que se haya propuesto
en la técnica anterior, minima mediana de cuadrados, minimos cuadrados recortados, minima desviacién absoluta,
estimadores M, etc.

Bondad del ajuste

Como se ha mencionado anteriormente, en parte debido a potenciales fibras muertas en el haz de fibras, podria ser
ventajoso detectar y desechar regresiones que sean malos ajustes. Ademas de las medidas estandar de bondad del
ajuste tales como el coeficiente de determinacién R?, las realizaciones de nuestra invencion se pueden beneficiar de
la utilizacién de una version robusta del coeficiente de determinacion R” tales como:

. (E welxe— D3]

Tornbn = = 8
ropusto E?._: Wy (3, —FF E.l.“-" (V=303 ( )

i _EM ey
Donde wy son los pesos finales procedentes del estimador robusto, donde ¥ = ='-T..—1-+ e V= =T‘ﬁ-1"—} De forma

Ll Py

similar al coeficiente de determinacién R?, rf,;.;,um esta dentro del intervalo [-1,1].

Regresiones alternativas

En los métodos de regresion anteriores, no se tiene en cuenta la estructura del ruido. Sin embargo, podria ser
ventajoso hacerlo. Por ejemplo, si hacemos la hipétesis de que el ruido X tiene una distribucién de Laplace,
entonces el estimador de maxima verosimilitud para la regresion es uno que minimiza la suma de diferencias
absolutas:

8y = arg min Zlﬁ',_.r + By vy + 5]
[H|5‘+E‘

Ademas, en los métodos de regresion anteriores, se suponia implicitamente que el ruido era homocedastico, es
decir, que la varianza del ruido era la misma para todas las muestras, aunque, en parte debido a la inestabilidad del
barrido, el sistema de obtenciéon de imagenes puede exhibir un ruido multiplicativo. Como consecuencia de ello, las
muestras con mayor valor pueden verse afectadas por un ruido con una varianza mayor. Para tener en cuenta este
ruido heterocedastico, haciendo la hipotesis de que la varianza del ruido es proporcional al valor de la muestra,
realizaciones de la presente invencién podrian optimizar ventajosamente el error relativo en la regresion:

- Byxy + By + 8y
# = arg min Z
18165 +62=13 I+ ¥y

Resolucion de sistemas lineales

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2537733 T3

Estimacion de la Ganancia
Una vez que se han calculado las regresiones, es necesario resolver los sistemas lineales (7). Ambos sistemas
lineales comparten el mismo lado izquierdo. Primero, considérese el sistema lineal de la ganancia:

r
s — e =
L% 0} (LiEE

9)

Sea n el nimero de fibras, y sea m =|E| el nimero de bordes en la grafica de afinidades que unen las fibras

vecinas, por ejemplo, triangulacién de Delaunay. En un escenario tipico en el que el patron de fibras es hexagonal,
tenemos m = 3n. Sean E = (uk,Vk)1<<m l0S bordes de la gréfica de afinidades. Sea A una matriz m x n tal que:

—fy,n, sii=uy
A =141 =g
en el resto de casos

A es una matriz dispersa, hay s6lo dos coeficientes distintos de cero en cada fila. El sistema lineal (9) se puede
reescribir como A-a=0. Obsérvese que 0 es una solucion trivial pero no interesante. Si a es una solucion no trivial,
entonces Aa es también una solucién. Esto era de esperar dado que lo que medimos es la ganancia relativa entre
las fibras y, por lo tanto, cualquier factor multiplicativo aplicado a las ganancias de la fibra no modificara las
ganancias relativas.

Sin pérdida de generalidad, podemos afiadir la restriccion ||z|| = 1. El sistema esta sobredeterminado, y la solucion
por minimos cuadrados

& = arg min||de*
| |lel=1

es el autovector correspondiente al menor autovalor de A’A. El autovector se puede calcular utilizando algoritmos
SVD dispersos.

Aungue para resolver el sistema se podrian utilizar algoritmos SVD dispersos, realizaciones de la presente invencion
podrian también hacer uso de la estructura del problema. Dado que las ganancias a estimar son positivas y que
tipicamente el error en ellas se puede modelar mejor como multiplicativo, el problema se puede trasponer
ventajosamente al campo logaritmico:

i o ],
4

L'og; =log a;; .

i b (LQEE
0, en otros términos:
(2 _ = =
{n'_._ ;= :r
L L |._|_| I:l.__i?IE.E (10)
Donde &; = log a; y d;; = log ay;.
Sea M la matriz m x n tal que:

-1 sl =1

M;‘-[ =41 Sif= Vg (11)

0 enelrestode cosos

El sistema (10) se puede reescribir como M -& = &. El rango de M es n-1. Para hacer que la solucién sea Unica y

regularizar el sistema, podemos afadir a priori que las ganancias son proximas a 1 (y que su logaritmo es proximo a
0):

& = arg min||M& — &||* + 1] &|°
i
Como se menciond anteriormente, otras realizaciones ventajosas de la invencion pueden tener en cuenta la
confianza que tenemos en las relaciones (10). Dependiendo de las medidas de bondad del ajuste proporcionadas

por la estimacion de regresién podemos afiadir mas peso a las relaciones en las cuales hay una fuerte confianza.
Sea gj la medida de bondad del ajuste como define por ejemplo la ecuacion (8) para la regresion de las fibras iy j.
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Podria ser ventajoso utilizar una funcién continua w que sea igual a cero por debajo de un umbral de bondad del
ajuste dado y que a continuacién decrezca.

Sea W la matriz diagonal de pesos definida por W = W(_gul___,;l__]. El sistema con los pesos afadidos es:
& = argymin||W(MaE — &)|° + ]| &l 12)

El sistema (12) se puede resolver, por ejemplo, con cualquier algoritmo de factorizacién QR disperso directo o
mediante cualquier método iterativo.

Estimacion del desplazamiento
El sistema lineal para la estimacion del desplazamiento es:

G’_l _ b
Bi—oBi=by (13)
Existen varias formas de resolver el sistema, que incluyen pero no estan restringidas a:

&y . .
a. El factor ;I se puede aproximar mediante a;.

b. Utilizando una estimacién de a obtenida de acuerdo con el método presentado en la seccién anterior, se
Gy
puede calcular el factor E

c. Utilizando una estimacion de a obtenida de acuerdo con el método presentado en la seccién anterior, se

. - - 15 1 £ . .. . . 5 5 a .

puede estimar bl-j- utilizando ?' -+ b;;, resolver a continuacion el sistema lineal ﬁj-—ﬁ[ =bl-j- deducir
g !

ot B
B = B

Si se dispone de una estimacion inicial del desplazamiento, por ejemplo, una imagen de fondo obtenida durante la
calibracion del sistema de obtenciéon de imagenes, realizaciones de la invencién pueden utilizarla para regularizar la
solucion. Por ejemplo, si se sabe que el fondo disminuye de acuerdo con una ley multiplicativa, el fondo £ de la fibra
en el instante t; se puede aproximar a partir del fondo ,B‘o) en el instante to, mediante q/)‘o) donde g es un factor

desconocido. Sustituyendo f; = g l-':”:'en (13), obtenemos:

- o -
oy q {od
g8 - =g = by
i & L i

Una estimacién robusta de q puede ser proporcionada, por ejemplo, por:

by

0 _ g

g = mediand; jz—
] i if

i

A partir de esta estimacion, podemos obtener una aproximacion & = :'_;?;?'m de [ vy utilizar este valor como una

regularizacion para el sistema (13). Asignando pesos al sistema como se describid en la seccion anterior, la
estimacion del desplazamiento se puede reescribir como:

B =minglw(a-g - b)IF + 2|8 - g (14)
Donde A es la matriz m x n definida en (11).

A continuacién, ventajosamente, se puede resolver la ecuacion (14) con cualquiera de los métodos descritos
anteriormente.

Decidiendo cuando lanzar la estimacion

En el contexto de funcién de transferencia afin de las fibras, sigue siendo necesario decidir cuando se puede hacer
una estimacion. En este escenario, describimos dos criterios que puede ser ventajoso ensayar. En primer lugar,
podriamos necesitar que un cuantil pequefio de los coeficientes de correlacion entre fibras vecinas calculados para
las Ultimas p muestras esté por encima de un umbral dado. Esto garantizara que probablemente haya una buena
relacion afin entre la mayoria de las sefiales devueltas de fibras vecinas.

En segundo lugar, podria ser necesario que una fracciéon dada de las fibras tenga al menos un ndmero grande de

muestras dentro de la ventana temporal cuya sefial devuelta no sea simplemente el fondo (por ejemplo,
autofluorescencia) de la fibra, sino que también tenga en cuenta la sefial objeto recogida en el extremo distal de la
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fibra. Para determinar si una muestra no procede solo del fondo de la fibra, realizaciones de la invencién podrian por
ejemplo comprobar si su valor es superior al tltimo valor de desplazamiento estimado para la fibra mas un factor del
ruido estimado de la fibra, por ejemplo, desviacién estandar, maxima desviacion absoluta y similares. Un criterio de
este tipo puede garantizar que el rango de valores recogidos por las fibras es lo suficientemente amplio para hacer
una regresion fiable.

Ademas podemos calcular el coeficiente de correlacion entre fotogramas sucesivos:
Cov((v(t). v(tirq))

[Var((v(t)) - var((vit;, ﬂ]]i’":

nec( (Wt v(ti,g)) =

Si este coeficiente esta por encima de un umbral dado, podemos considerar entonces que no existe movimiento haz-
objeto. Si muchas imagenes sucesivas no tienen ningin movimiento haz-objeto, podriamos quedarnos sélo con la
primera de éstas en la historia. Este filtrado puede ser ventajoso porque fotogramas sucesivos casi idénticos no
hacen necesariamente que las regresiones sean mas precisas. Por el contrario, pueden sesgar las regresiones entre
fibras a ambos lados de los bordes fuertes.

Estimacion rapida de fondo

En el contexto de la obtencidon de imagenes por fluorescencia, el fondo autofluorescente de la fibra tipicamente
disminuye en el tiempo, rapidamente al principio si el haz de fibras no ha sido iluminado previamente y mas
lentamente a continuacién. En el mecanismo presentado en la seccion anterior, las ganancias y los desplazamientos
se estiman s6lo cuando se ha recogido suficiente sefial observada util. Con esta estrategia hay dos inconvenientes
potenciales. Primero, potencialmente se deja pasar la oportunidad de estimar fondo en el instante mas favorable,
cuando el haz de fibras no recoge casi ninguna sefial objeto distal (este escenario tipicamente aparece cuando el
haz de fibras necesita estar en contacto con el objeto explorado). Segundo, si el haz de fibras ve sélo sefiales objeto
de alta fluorescencia y nunca sefiales objeto bajas, entonces los coeficientes bj de ordenada en el origen de la
regresion seran imprecisos, y también lo seran los desplazamientos resultantes. Esta es la razén por la que, en este
caso, podria ser ventajoso no intentar realizar ninguna estimacién de fondo.

En una realizacion preferente de la invencion, se podria hacer una estimacion rapida de fondo alternativa. Esta
estimacion rapida de fondo se basa en la hipdtesis hecha en una seccién anterior, de que los desplazamientos A(t)
en el instante t pueden ser correctamente aproximados mediante q/(to), 10 que significa que para obtener una nueva
estimacion de fondo sélo es necesario estimar un parametro, g.

Describimos ahora un algoritmo para actualizar rapidamente el fondo. Puede funcionar como se explica a
continuacién. Para cada fotograma, el algoritmo identifica muestras que tienen mucha probabilidad de medir fondo.
Se marcan las fibras para las cuales se cumple este criterio. Se procesan fotogramas hasta que se ha marcado una
fraccion fijada de las fibras. En este punto, podemos buscar todos los valores del bufer histérico que estan por
debajo del desplazamiento en ese instante y hacer una estimacion de q a partir de ellos. Una estimacion de ejemplo
viene dada por:

§ = medianay cpiorsrico {U-.{fj?'."ﬁ?-_;m vi(t;) < B (15)

Modos de funcionamiento

La estimacion de la calibracién explicada en las secciones anteriores es esencialmente un proceso en linea, que
acumula fotogramas de manera continua y que estima una nueva calibracion cuando esta disponible suficiente
informacién. Sin embargo, dependiendo del instante, pueden ser deseables comportamientos ligeramente diferentes.
En la puesta en marcha, se puede querer una estimacion rapida, incluso aunque ésta no sea muy precisa. Una vez
gue se proporciona una estimacion inicial, se podria realizar una estimacion mas lenta pero mas precisa. Como
resultado de ello, la calibracién en linea se puede modelar como un diagrama de estados. Cada estado puede tener
diferentes parametros para la estimacion, la decisién de lanzamiento y la estimacion de los coeficientes de
calibracion.

En una realizacion preferente de la invencion, se pueden definir cinco estados, los cuales se ilustran en la Figura 2:

a. En el estado inicial, se puede querer una estimacion rapida y se pueden fijar los parametros en
consecuencia. Podria ser ventajoso estimar s6lo ganancias dado que los desplazamientos calculados a partir
de la imagen de fondo obtenida durante la calibracién inicial deberian ser todavia precisos. Por supuesto, es
posible realizar una estimacion rapida del fondo. Una vez que se ha realizado con éxito una estimacion de la
ganancia, el sistema puede pasar al segundo estado, sin borrar su bufer histérico. La légica detras de esto es
conservar el bufer histérico y acumular mas fotogramas para refinar la estimacién anterior. Si se intenta
realizar una estimacion pero ésta falla, el sistema puede permanecer en este estado sin borrar el bufer
historico, y esperar a que se hayan acumulado mas fotogramas antes de intentar otra estimacion.
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b. En el segundo estado, se pueden ajustar los parametros para conseguir una estimacién precisa. De nuevo,
podria ser ventajoso estimar sélo ganancias. Por supuesto, es posible realizar una estimacion rapida del
fondo. Una vez que se ha realizado con éxito una estimacion de ganancia, el sistema puede pasar al tercer
estado y se puede borrar el bufer histérico. Si se intenta una estimacion pero ésta falla, el sistema puede
permanecer en este estado y el bufer histérico se puede borrar.

c. El tercer estado seria un estado de crucero. En comparacion con el segundo estado, tipicamente, sélo
aumenta el tamafio del bufer histérico. La estimacién de la ganancia y del fondo estan habilitadas, asi como la
estimacion rapida del fondo. Dependiendo de si una estimacién tiene éxito o fracasa, el sistema puede
permanecer en este estado, pero el bufer histdrico se puede borrar después de cada estimacién (excepto
potencialmente para estimacion rapida del fondo).

d. El cuarto estado es un estado especial al cual puede pasar el sistema cuando se detecte una deriva
permanente de la configuracion del sistema de obtencion de imagenes. En este caso, puede ser necesario
volver a estimar las ganancias calculadas. Este estado es bastante similar al primero dado que podemos
querer una nueva estimacion de ganancia rapidamente. Después de que se haya intentado realizar una
estimacion, dependiendo de si tiene o no tiene éxito, el sistema puede regresar al estado en el que se
encontraba antes de moverse a este otro estado. La Figura 3 presenta un diagrama de flujo de los pasos que
se pueden dar cuando se encuentra dicha deriva permanente.

e. El quinto estado es también un estado especial al cual puede pasar el sistema cuando se detecte una
deriva temporal de la configuracion del sistema de obtencién de imagenes. En este caso, el sistema puede
permanecer en este estado hasta que se corrija la deriva y después de eso puede volver al estado en el que
estaba antes de moverse a este estado. La Figura 3 presenta un diagrama de flujo de los pasos que se
pueden dar cuando se encuentra dicha deriva temporal.

Aungue la anterior descripcion por escrito de la invencién permite a una persona con experiencia ordinaria en la
técnica hacer y utilizar lo que en la actualidad se considera que son las mejores realizaciones de la misma, las
personas con experiencia ordinaria en la técnica comprenderan y apreciardn la existencia de variaciones,
combinaciones, y equivalentes de las realizaciones, métodos y ejemplos especificos contenidos en este documento.
Por lo tanto la invencion no deberia estar limitada por las realizaciones, métodos y ejemplos descritos anteriormente,
sino por todas las realizaciones y métodos dentro del alcance de la invencion descrita.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para calibrar un sistema de obtencion de imagenes que comprende detectores de imagen con
funciones de transferencia no uniformes y posiciones espaciales irregulares, donde el método comprende:

acumular datos procedentes de multiples imagenes obtenidas por el sistema de obtencién de imagenes;
definir una grafica de afinidades cuyos bordes definen parejas de detectores que miden una sefial
relacionada;

realizar un analisis estadistico sobre los datos acumulados a partir de cada pareja de detectores; y

resolver un sistema construido a partir de los resultados del andlisis estadistico para estimar la funcion de
transferencia de cada detector, el conjunto de las cuales compone una calibracién del sistema de obtencion
de imagenes.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el andlisis estadistico comprende regresiones.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el cual la calibracién se realiza en cuanto un cuantil de un
coeficiente de correlacién asociado a una regresion sobre los datos acumulados alcanza un umbral.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual se realiza una calibraciéon adaptativa variable en el tiempo
cambiando una ventana de acumulacion de datos.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el cual se realiza calibracion de manera continua en cuanto un
cuantil de un coeficiente de correlacion asociado a una regresion sobre los datos acumulados alcanza un umbral.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual los datos acumulados se componen a partir de imagenes
sucesivas para las cuales un coeficiente de correlacién calculado entre dichas imagenes sucesivas alcanza un
umbral.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el cual diferentes parametros de las funciones de transferencia
del detector se actualizan en instantes diferentes dependiendo del contenido de los datos acumulados.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual la calibracién se inicializa con la ayuda de imagenes de
referencia, en particular una imagen de fondo.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual cada calibraciéon se puede grabar y restaurar para otras
inicializaciones.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual la grafica de afinidades se construye a partir de
informacién de vecindad, en particular, basandose en la triangulacion de Delaunay de la posicion espacial de los
detectores.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas la utilizacién de la calibracion para
reconstruccion de imagen.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual los datos se pre-procesan o se filtran antes de realizar el
analisis estadistico de los detectores unidos.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual los calculos se estabilizan utilizando informacién previa,
medidas de bondad del ajuste obtenidas de regresiones, o métodos de calculo robustos.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el cual los calculos se estabilizan utilizando informacion previa
sobre las restricciones de evolucion temporal o de suavidad temporal.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el cual se utiliza un modelo de una evolucién temporal del fondo
para actualizar la estimacion inicial del fondo.

16. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el cual la calibracion se calcula fuera de linea o en tiempo
diferido.

17. El método de acuerdo con la reivindicacién 16, en el cual, para calcular la calibracién, se combinan varias
secuencias diferentes de imagenes.
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18. Un sistema de obtencion de imagenes para obtencion de imagenes, que comprende detectores de imagen con
funciones de transferencia no uniformes y posiciones espaciales irregulares y un aparato para implementar un
método de calibracion de dicho sistema de obtencion de imagenes, comprendiendo el aparato:

medios para acumular datos procedentes de mdltiples imagenes;

medios para definir una gréafica de afinidades cuyos bordes definen parejas de detectores que miden sefial
relacionada;

medios para realizar analisis estadistico sobre los datos acumulados procedentes de cada pareja de
detectores; y

medios para resolver un sistema construido a partir de los resultados del analisis estadistico para estimar la
funcién de transferencia de cada detector, el conjunto de las cuales compone una calibracién del sistema de
obtencién de imagenes.

19. El sistema de obtencion de imagenes de acuerdo con la reivindicacion 18, que comprende ademas medios para
grabar y cargar calibraciones calculadas.

20. El sistema de obtencién de imagenes de acuerdo con la reivindicacion 18, que comprende:

una guia de imagenes que comprende una pluralidad de fibras dpticas, actuando cada fibra como un Unico detector
de imagen.

21. El sistema de obtencion de imagenes de acuerdo con la reivindicacion 20, en el cual el sistema de obtencion de
imagenes es un sistema de obtencion de imagenes microscépico, en particular por fluorescencia estandar, por
fluorescencia de dos fotones, por Generacion de Segundo Arménico (SHG) o por Dispersiéon Coherente de Raman
Antistokes (CARS).

22. El sistema de obtencién de imagenes de acuerdo con la reivindicacion 21, en el cual el sistema de obtencion de
imagenes tiene varias bandas de obtencion de imagenes, en particular bandas espectrales.
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