ES 2647468 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 647 468
Eint. a1

GO1N 21/64 (2006.01)

A61B 1/04 (2006.01)
GO02B 23/26 (2006.01)
A61B 5/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 20.12.2002 ~ PCT/FR2002/04480
Fecha y numero de publicacion internacional: 26.04.2017 WO03060493

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  20.12.2002 E 02799106 (6)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 23.08.2017  EP 1461601

T|’tu|o: Equipo de espectroscopia de autofluorescencia subsuperficial

Prioridad: @ Titular/es:

28.12.2001 FR 0116981 MAUNA KEA TECHNOLOGIES
9, RUE D'ENGHIEN

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 75010 PARIS, FR
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

21.12.2017 GENET, MAGALIE;
BOURG-HECKLY, GENEVIEVE;
VILETTE, SANDRINE;
LACOMBE, FRANCOIS;
LOISEAU, ALEXANDRE y
ABRAT, BENJAMIN

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 647 468 T3

DESCRIPCION
Equipo de espectroscopia de autofluorescencia subsuperficial

La presente invencion concierne a un equipo de espectroscopia de autofluorescencia subsuperficial. De modo mas
particular, el equipo de acuerdo con la invencién es del tipo que utiliza una sefial de excitacion transportada por una
o varias fibras épticas flexibles.

Los ambitos de aplicacion de la invencion son el analisis espectroscépico de tejidos bioldgicos in-vivo en el hombre o
el animal, externos o internos y accesibles con la ayuda de un canal operador de endoscopia en el cual se pueden
introducir las fibras o6pticas, e igualmente el analisis ex-vivo de muestras tisulares que provienen de extracciones
biopsicas, y el analisis in-vitro de cultivos en biologia celular.

Actualmente estan concernidos los ambitos médicos de la gastroenterologia, la neumologia, la ginecologia, la
urologia, la ORL, la dermatologia, la oftalmologia, la cardiologia y la neurologia.

Los tejidos biolégicos contienen fluoréforos enddgenos susceptibles, en respuesta a una excitacion luminosa de
longitud de onda apropiada, de emitir una fluorescencia en un ambito espectral que va del UV préximo al visible,
denominada autofluorescencia. Esta ultima resulta del recubrimiento de emisiones de diferentes fluoréforos, y
depende del metabolismo celular, de la estructura y de la vascularizacion de los tejidos, los cuales varian segun la
naturaleza sana o tumoral de los tejidos. Resulta asi que la fluorescencia de los tejidos sanos y tumorales presentan
importantes diferencias tanto desde el punto de vista de la intensidad emitida como en la forma del espectro. El
analisis del espectro de autofluorescencia facilita indicadores que permiten una “biopsia 6ptica”.

En los equipos existentes, la iluminacion del sitio que se desea analizar de manera espectroscopica se hace
habitualmente con un haz de excitacion de fibras Opticas que es divergente, que excita un volumen, y la recepcion
de la sefial de fluorescencia se efectia por medio de fibras de deteccion adyacentes especialmente periféricas. Esto
implica una mala resolucién, con una mezcla de informaciones y un aumento del nimero de falsos positivos.

La presente invencion tiene por objetivo paliar estos inconvenientes.

En la solicitud de patente WO 99/47041 se propone un equipo para la imagen subsuperficial espectral y confocal de
un tejido bioldgico. Por ofra parte, se han propuesto técnicas de imagen confocal de alta resolucién espacial
destinadas a observar un plano de corte XY a diferentes profundidades del sitio observado, expuestas
especialmente en la solicitud de patente WO 00/16151.

Estas técnicas ponen en practica un haz ordenado de fibras opticas flexibles (especialmente varias decenas de
millares) con, en el lado del observador, una fuente luminosa y un sistema de inyecciéon de fibras que permite
iluminar una sola fibra y, en el lado del sitio observado, una cabeza éptica que permite focalizar el haz que sale de la
fibra iluminada en un punto situado en un plano de corte XY, a una profundidad dada del sitio observado. Un sistema
de barrido de fibras permite barrer las fibras una a una a velocidad muy elevada. Cada fibra es utilizada
sucesivamente para transportar el haz de iluminacién e igualmente el haz de retorno correspondiente que proviene
del sitio observado. La obtencién de una alta resolucién espacial es debida al hecho de que se focaliza el haz en un
punto e igualmente al caracter confocal que reside en el filtrado espacial del sitio observado por las mismas fibras
que las que hayan servido para la iluminacién. Esto permite recibir exclusivamente la sefial que proviene del sitio
observado y realizar una imagen punto a punto.

La presente invencion tiene por objetivo proponer un equipo que permita un analisis espectroscopico igualmente de
alta resolucion espacial y a una profundidad dada del sitio observado.

La misma propone un equipo de analisis espectroscopico de autofluorescencia de un tejido de acuerdo con el objeto
de la reivindicacion 1. La presente invencion esta asi basada en algunos de los medios citados anteriormente para
realizar una imagen confocal, a saber transportar por la o las mismas fibras la sefial de excitacion y en retorno la
sefial emitida, y la puesta en practica de una cabeza 6ptica que focaliza la sefial de excitacion en un punto en
profundidad. La focalizacién combinada con el caracter confocal (obtenido gracias al retorno de la sefial de
autofluorescencia por la o las mismas fibras opticas), permite obtener una alta resolucién espacial. La ventaja con
respecto a una espectroscopia de gran campo es que se puede realizar una seleccion espacial muy precisa de la
zona de analisis y que de esta manera se reducen mucho los riesgos de errores y de falsos positivos.

Los medios o6pticos de la cabeza 6ptica comprenden un sistema de lentes que forman un objetivo de focalizacion
adaptado para transcribir la reparticion espacial de la mancha focal a la salida del haz de fibras y la calidad del frente
de onda y para minimizar la reflexion parasita que se efectua a la salida del haz de fibras.

De acuerdo con la presente invencién, el nimero de fibras 6pticas del haz comprende una pluralidad de fibras
(especialmente varias decenas de millares) que pueden ser excitadas todas o por subconjuntos seleccionados
segun las dimensiones de la zona de excitacion que se desee.
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La zona de excitacion de acuerdo con la invencion se sitia en un plano XY perpendicular al eje 6ptico que se puede
regular a diferentes profundidades, que van de 50 um a 400 um. Su dimensién depende del diametro del conjunto de
fibras utilizado (denominado en lo que sigue el diametro util del haz de fibras), y de las caracteristicas opticas de
focalizacion de la cabeza optica. Cuando se utiliza un haz constituido por una multitud de fibras épticas flexibles, el
equipo ventajosamente puede comprender medios que permitan regular el diametro del haz de excitacion emitido
por la fuente para que el mismo excite de modo continuo el conjunto de las fibras o bien un subgrupo de fibras que
permita obtener un tamafio apropiado para la zona de excitacion. Estos medios estan constituidos por ejemplo por
una lente de adaptacién de haz o por un sistema afocal de aumento apropiado.

La presente invencion propone igualmente un equipo que comprenda ademas medios que permitan obtener
conjuntamente una imagen confocal del sitio de analisis. Tal posibilidad de acoplamiento permite aumentar
ventajosamente el grado de certeza de un diagndstico. Gracias a la invencion, se podran obtener simultdneamente y
en tiempo real, en un punto focalizado en profundidad, informaciones:

- de tipo histolégico por imagen confocal, y
- de tipo espectroscopico que informan sobre la naturaleza del sitio observado.

La misma propone un equipo tal como el definido anteriormente, comprendiendo el haz de fibras una pluralidad de
fibras opticas, caracterizado por que el mismo comprende ademas medios para realizar conjuntamente una imagen
confocal de la zona de analisis, que comprenden:

una fuente de iluminacion,

un detector de la sefial de retorno para analisis,
- un medio de separacion de la sefial de iluminacion y de la citada sefial de retorno,

- medios para acoplar la sefial de excitacion para el analisis espectroscopico y la sefal de iluminacién para el
imagen confocal, antes de la entrada en el medio de inyeccion en el haz de fibras dpticas,

- un medio de barrido rapido de la fibras una a una situado aguas arriba del medio de inyeccion en el haz de fibras,
y

- un sistema de filtrado espacial en la entrada del detector de sefial adaptado para seleccionar la sefial de retorno
que proviene de la fibra iluminada,

presentando el medio de inyeccion en el haz de fibras una reparticion espacial de la intensidad de la mancha focal
igual al diametro de nucleo de una fibra, siendo cada fibra iluminada sucesivamente y de manera dirigida.

De acuerdo con la invencion, la via tomografica y la via espectroscopica utilizan ventajosamente en comun el medio
de inyeccion en el haz de fibras, el propio haz de fibras y la cabeza 6ptica de focalizacion. Para la adquisicion de una
imagen, las fibras son iluminadas sucesivamente y una a una. Para la adquisicion de un espectro de
autofluorescencia, las fibras pueden ser excitadas todas o por subgrupos, en funcion de las dimensiones de la zona
de analisis.

La utilizacién de un haz de fibras 6pticas flexibles puede ser ventajosa para un sistema de pruebas automaticas en
el cual ventajosamente el haz de fibras, con la cabeza éptica en su extremidad, es manipulado de manera
automatizada como un brazo de medicién en una matriz de muestras.

La presente invencion sera comprendida mejor y otras ventajas se pondran de manifiesto a la luz de la descripcion
que sigue de dos ejemplos de realizacion, descripcion hecha refiriéndose a los dibujos anejos en los cuales:

- la figura 1 ilustra esquematicamente un primer ejemplo de realizacién de equipo de espectroscopia de acuerdo con
la invencion;

- la figura 2 ilustra esquematicamente un segundo ejemplo de realizacion de equipo que comprende un acoplamiento
analisis espectroscopico e imagen confocal, y

- la figura 3 ilustra esquematicamente una variante de realizacion del equipo de la figura 2.

De acuerdo con el ejemplo de realizacion elegido y representado en la figura 1, se propone un equipo para realizar
un analisis espectroscopico subsuperficial a una profundidad dada, que comprende una fuente 1 que produce una
sefial de excitacion, un medio de inyeccién 2 de la citada sefial en un haz 3 ordenado de fibras dpticas al final del
cual esta dispuesta una cabeza éptica 4 adaptada para modificar la sefial de excitaciéon que sale del citado haz de
fibras épticas 3 para crear un haz convergente focalizado sobre una zona 5 subyacente de la zona de contacto 6 con
la cabeza 6ptica 4.
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La fuente 1 utilizada es elegida para permitir una excitacion de los fluoréforos endégenos presentes en los tejidos
bioldgicos del sitio observado, especialmente en un intervalo de longitud de onda de 300 nm — 500 nm. Tipicamente
se puede utilizar un diodo laser de 405 +/- 10 nm. Otras fuentes tales como los laseres sdlidos o los laseres de gas
con o sin generadores armonicos pueden ser adecuadas igualmente con otras longitudes de onda a fin de excitar
otros fluoréforos endégenos.

El equipo comprende un medio de adaptacién 8 de haz emitido por la fuente 1 que en este caso comprende una
lente L1 que esta correctamente acoplada al medio de inyeccion 2 en el haz 3 de fibras dpticas. La combinacion
Optica permite adaptar el tamafio del haz laser al diametro util del citado haz de fibras épticas 3, correspondiente al
conjunto o al subconjunto de fibras efectivamente utilizadas. La misma permite en este caso ademas aumentar el
diametro de la mancha de focalizacion a la entrada del haz 3 de fibras y por consiguiente aumentar el tamafio de la
mancha formada sobre el tejido. Esto permite reducir la irradiancia (es decir la cantidad de potencia por unidad de
superficie) sobre el tejido, y asi respetar las normas de iluminacion de los tejidos biolégicos.

El equipo comprende igualmente un medio adaptado para separar dos longitudes de onda, la longitud de onda de
excitacion y la sefial de autofluorescencia emitida. A tal efecto se utiliza aqui una lamina dicroica D que realiza una
transmisiéon maxima a la longitud de onda de iluminaciéon y una reflexion maxima en el ambito espectral de
fluorescencia.

La sefial a la longitud de onda de excitacion es dirigida a la salida de la lamina D hacia el medio 6ptico de inyeccion
2 en el haz de fibras 3. Este medio debe presentar el minimo de aberraciones y no debe degradar la calidad del
frente de onda a fin de realizar una mancha de focalizacién préxima al limite de difracciéon para asi realizar un
acoplamiento 6ptimo con el haz de fibras 3. El medio elegido en este caso esta constituido por un doblete a medida
L3 y un triplete estandar L4. El doblete L3 permite corregir las aberraciones residuales del triplete L4, a saber la
curvatura de campo. Puede convenir cualquier otra combinacion éptica que presente una calidad de frente de onda
WFE ("Wave Front Error”) del orden de A/8 y una reparticion espacial de la intensidad de la mancha focal PSF
(“Point Spread Function”) igual al diametro util del haz de fibras 3.

El haz de fibras 3 permite acceder a la zona de analisis desplazando la fuente 1. Para una aplicacion endoscépica,
el mismo debe presentar un diametro y un radio de curvatura que permitan una insercion facil en el canal operador
del endoscopio, que es de algunos milimetros de diametro segun la aplicacion clinica (entre 2 mm y 4 mm). Se
puede utilizar un haz constituido por una fibra 6ptica flexible Unica o bien una pluralidad de fibras. En la practica, el
diametro util puede ser elegido en funcion de la mancha de focalizacion de la cabeza 6ptica, por ejemplo para que la
misma sea del orden de varios centenares de micras en los cuales se sabe que la naturaleza del tejido biolégico
observado no difiere de una célula a otra.

A la salida del haz de fibras 3, la sefial de excitacion atraviesa la cabeza éptica 4. La misma comprende varios
medios opticos, que permiten hacer converger la sefial de excitacion, y dos laminas de vidrio (no representadas en
las figuras), una en comun con la salida del haz de fibras 3 y la otra en contacto con el tejido a fin de realizar una
adaptacion de indice con los tejidos bioldgicos.

Los medios Opticos presentan las caracteristicas siguientes:
- permitir un analisis del tejido a una profundidad de varias decenas a varias centenas de micras;

- minimizacion de las aberraciones a fin de transcribir la PSF a la salida del haz de fibras en el tejido sin aumentarla
ni deformarla;

- optimizacién de la tasa de acoplamiento en retorno en el haz de fibras optimizando la calidad del frente de onda;

- minimizacién de la reflexion parasita que se efectua a la salida del haz de fibras por la integracion de una lamina de
vidrio.

Ademas, si se trata de una cabeza 6ptica destinada a un endoscopio, sus dimensiones deben ser compatibles con la
del canal operador de la endoscopia.

El blogue 6ptico de focalizacion esta constituido por un sistema de lentes de aumento unitario o no, que forma un
objetivo a medida o un sistema que comprende por ejemplo dos objetivos de microscopios.

De acuerdo con la invencion, las fibras del haz 3 tienen la funcion igualmente de detectar la sefial emitida por la
zona 5 subsuperficial. A la salida del haz de fibras 3, la sefal detectada es, como se ha visto, reflejada por la lamina
dicroica D y dirigida hacia la ranura 21 de un espectrografo 20. El acoplamiento de la sefial de fluorescencia a la
ranura 21 del espectrégrafo es realizado gracias a un doblete acromatico. En variante, se puede utilizar cualquier
otra 6ptica acromatica, efectuandose el analisis de la sefial de fluorescencia en un amplio ambito espectral (350 nm-
650 nm). Un filtro de paso alto 22 permite asi suprimir la longitud de onda de excitacion (la luz retrodifundida por el
tejido a la misma longitud de onda que la longitud de onda de excitacion es en efecto mucho mayor que la luz de
autofluorescencia de los tejidos que se produce a longitudes de onda mayores). Por consiguiente, a fin de no saturar
el detector, se bloquea la luz retrodifundida por el filtro de paso alto y una lenta L2, colocada aguas arriba del filtro de
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paso alto 22, permite mejorar la relacion entre sefal y ruido aumentando la sefial detectada por la adaptacion del
haz de retorno a las dimensiones de la ranura 21.

El espectrégrafo 20 es elegido de manera que presente una abertura digital, un enfriamiento por efecto Peltier, un
ruido pequefio a fin de aumentar la relacion entre sefial y ruido, asi como una buena resolucién espectral (del orden
de 3 nm). Estan previstos ademas medios de visualizacion de espectro y de analisis y de tratamiento.

En la figura 2, esta representado esquematicamente el equipo de la figura 1 al cual se ha acoplado ventajosamente
un sistema de imagen confocal. El equipo comprende por tanto una via espectroscopica que corresponde a la
descrita refiriéndose a la figura 1 (se utilizan las mismas referencias) y una via suplementaria tomografica que
permite realizar conjuntamente una imagen confocal del sitio de analisis. Las dos vias utilizan ventajosamente en
comun el haz de fibras opticas 3 y la cabeza éptica 4, asi como el medio de inyeccién 2 en el citado haz de fibras 3.

De manera especifica, para obtener una imagen confocal punto a punto, el equipo utiliza en este caso un haz 3 que
comprende varias fibras opticas que son iluminadas sucesivamente y una a una de manera dirigida. Se puede
utilizar cualquier haz que presente suficientemente fibras y un pequefio espaciamiento Inter-nicleo a fin de obtener
una buena resolucién espacial. A titulo de ejemplo, se puede utilizar un cable trenzado de fibras 6pticas de marca
Sumitomo® constituido por 30 000 fibras de diametro de nucleo de 2,5 um y de espaciamiento inter-ndcleo de 4 um,
o bien un cable trenzado de marca Fujikura® constituido por 30 000 fibras de diametro de nucleo de 2 um y de
espaciamiento inter-nacleo de 3,7 um. Tales haces de fibras son compatibles con una aplicaciéon endoscoépica. Para
la via espectroscoépica, la adquisicidn del espectro con tales haces de fibras se hara en la totalidad de las fibras del
haz que corresponde a una zona de analisis de varios centenares de micras en la cual la naturaleza del tejido no
difiere de una célula a otra.

Igualmente de manera especifica, la cabeza 6ptica esta adaptada para un imagen confocal fibra a fibra que permite
obtener una zona de anadlisis 5 focalizada del orden de 0,5 mm de didametro en un plano de analisis en corte XY.

Aguas arriba del haz de fibras 3, la via tomografica comprende una fuente 30 constituida por un diodo laser a 683
nm y que presenta una calidad muy buena de frente de onda. Este diodo es pulsado a fin de disociar por deteccion
sincrona la sefial util de la reflexion parasita que se efectia a la entrada del haz de fibras 3. Se podria utilizar
también un laser sélido o de gas, pero la eleccion en longitud de onda en la banda 600 nm — 800 nm en la que la
absorcion en los tejidos es menor, es menos extendida; ademas, el coste a potencia equivalente es mucho mayor.

Para separar la sefial de iluminacion y la sefial de retorno de anadlisis, se utiliza un medio de separacion constituido
en este caso por un cubo separador 31 50/50 para comodidad de regulacion. Se puede utilizar también una lamina
separadora 50/50.

El equipo comprende un sistema de barrido 32 cuyo objetivo es reproducir una matriz de diodos de la misma calidad
optica que el diodo laser de la fuente y que se inyectara fibra a fibra. Esto necesita una combinacion de medios
opticos no estandares que permita corregir las aberraciones presentes en el sistema de transporte y de duplicacion
de fuente a fin de iluminar el haz 3 fibra a fibra. Esta técnica de imagen punto a punto (correspondiendo cada punto
a la iluminacion de una fibra) permite obtener una imagen confocal de muy buena calidad y a una cadencia de
imagen apropiada (15 imagenes/segundo).

El sistema de barrido esta constituido por dos espejos M1y M2, uno es un espejo resonante a una frecuencia de 4
Hz u 8 kHz, el otro un espejo galvanométrico con una frecuencia variable entre 0 y 300 Hz, y dos sistemas Opticos
constituidos cada uno por cuatro lentes, respectivamente L5, L6, L7 y L8, y L9, L10, L11 y L2 que en un primer
tiempo permiten conjugar los dos espejos, y después el espejo M2 y la entrada del haz de fibras 3. Estos sistemas
6pticos no deben presentar aberraciones que podrian:

- aumentar la PSF después del sistema de inyeccion y asi degradar el acoplamiento en el haz de fibras 3;

- hacer propagar flujo en el interior del conducto que degradaria la PSF al final del haz de fibras 3 y por ello la
resolucioén del equipo.

A diferencia del equipo de la figura 1, el medio de inyeccion 2 en el haz de fibras 3 debe presentar aqui una PSF
igual al diametro de nucleo de una fibra a fin de poder realizar un acoplamiento 6ptico con una sola fibra.

Las lentes L6-L7 y L10-L11 del sistema de barrido 32 son dos dobletes correctores idénticos colocados
simétricamente con respecto al plano imagen. Los mismos permiten, con el doblete L3 del sistema de inyeccion 2
obtener una imagen de muy buena calidad al eliminar las aberraciones residuales de la combinacion optica L5, L8,
L9, L12 y L4, y uniformizar la tasa de acoplamiento en el haz de las fibras 3 al suprimir la curvatura de campo. Las
mismas permiten igualmente por este hecho mejorar la resoluciéon espacial del equipo formando una mancha cuya
PSF es igual al diametro de nucleo de las fibras, lo que no implica propagacion de luz en el interior del conducto del
haz de fibras 3 y por tanto una PSF a la salida del citado haz 3 idéntica a la de entrada.

El equipo comprende un sistema de filtrado espacial constituido por una lente L13 y un agujero de filtrado 33 que
permite seleccionar solamente la fibra de iluminacion y no las fibras adyacentes que pueden generar una sefial
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parasita. El tamano del agujero de filtrado es tal que el mismo corresponde al diametro de nucleo de una fibra salvo
el aumento del sistema 6ptico entre la entrada del haz de fibras 3 y el agujero de filtrado 33.

El haz de fibras 3 esta equipado en estas dos extremidades con una lamina de vidrio suficientemente gruesa y de
indice préximo al de las fibras a fin de rechazar las reflexiones parasitas fuera del agujero de filtrado colocado
delante del detector para la reflexion que se efectua en la entrada del haz de fibras 3, y fuera de las fibras dpticas
iluminadas para la reflexion que se efectia a la salida del haz de fibras 3. Las laminas de vidrio estan tratadas
antirreflejo a fin de minimizar la luz reflejada.

Como detector de sefial 35 se utiliza un fotodiodo de avalancha que adquiere la sefial en continuo, lo que necesita
llevar la sefal parasita que proviene de las dos extremidades del haz de fibras 3 al mismo orden de magnitud que la
sefial Gtil a fin de no saturar el detector. La supresion del residuo de reflexion parasita a la entrada del haz de fibras
3 es efectuada entonces por un filtrado temporal digital. Puede ser utilizado cualquier otro fotodetector monopixel tal
como el fotomultiplicador, siendo la ventaja del fotodiodo de avalancha su rendimiento cuantico de deteccion mas
elevado que el de los otros detectores.

A fin de proceder al acoplamiento de las dos vias de imagen confocal/espectroscopia que se efectia con dos
fuentes de longitudes de onda diferentes, se utiliza una lamina dicroica D2 que refleja el rojo y que transmite el azul
y el verde. El acoplamiento podria ser realizado también en transmision en el rojo y en reflexion en el azul y el verde,
pero el mismo presenta tasas de reflexion y transmision menos 6ptimas en este sentido.

En funcionamiento, la adquisicion de un espectro puede hacerse simultaneamente a la adquisicién de una imagen
tomografica. El equipo comprende medios de andlisis y de tratamiento que permiten a partir de las sefiales
detectadas por el detector de sefial 35 recrear una imagen digital.

La resolucion espacial que puede obtenerse es del orden de 5 um. La misma permite especialmente el diagndstico
de lesiones precancerosas basado en el tamafio, la forma y la densidad de los nucleos observados.

En la figura 3, esta representada una variante de realizacién del equipo de la figura 2. Los elementos idénticos llevan
las mismas referencias en las dos figuras. De acuerdo con esta variante, el acoplamiento de las dos vias de imagen
confocal / espectroscopia es realizado aguas arriba de los medios de barrido 32. A tal efecto, la lamina dicroica D2
esta colocada aguas arriba del espejo M1. La ventaja de esta construccion es que la misma permite utilizar los
medios de barrido 32 para desplazar un haz de excitacién emitido en la via espectroscopica que tenga un diametro
util mas pequefio que el diametro total del haz de fibras 3, de manera que se le inyecte en una posicion diferente
sobre la cara de entrada del haz 3. Esto permite por ejemplo desplazar la zona de analisis espectroscopico para
especialmente hacerla corresponder a una zona de imagen obtenida por la via de la imagen confocal.

En variante todavia, que puede aplicarse a los equipos de las figuras 1 a 3, se puede prever en sustitucion de la
lente de adaptacion L1 un sistema afocal que permita modificar el tamafo del haz de excitaciéon para hacerle
corresponder a un subgrupo dado de fibras épticas del haz 3.
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REIVINDICACIONES
1. Equipo de analisis espectroscépico de autofluorescencia de un tejido biolégico que comprende:
- una fuente de excitacion (1) que emite un haz de excitacién que constituye una sefal de excitacion,
- un haz (3) constituido por una pluralidad de fibras 6pticas flexibles,

- un medio de inyeccion (2) de la sefial de excitacion producida por la citada fuente de excitacion (1) en el citado haz
(3) de fibras opticas flexibles,

- a la salida del haz (3) de fibras opticas flexibles una cabeza optica (4) destinada a ser colocada en contacto con el
tejido bioldgico (6), estando provista la citada cabeza dptica (4) de medios 6pticos adaptados para hacer converger
la sefial de excitacion que sale del citado haz (3) de fibras Opticas flexibles en una zona de analisis subsuperficial
(5), siendo utilizadas las mismas fibras opticas que hayan servido para transportar la sefial de excitacion para
detectar la sefial de autofluorescencia emitida por la citada zona de analisis subsuperficial (5),

- medios (D) colocados aguas arriba del medio de inyeccion (2) previstos para separar la longitud de onda de la
sefial de excitcion y la longitud de onda de la sefial de autofluorescencia, y

- un medio de analisis (21, 22) de la sefial de autofluorescencia emitida,
caracterizado por que el mismo comprende:

medios para regular el diametro del haz de excitacion emitido por la fuente de excitacion (1) y para excitar en
continuo el conjunto de las fibras 6pticas o bien un subgrupo de fibras 6pticas que permitan asi obtener un tamafio
apropiado para la zona de excitacion formada en el tejido.

2. Equipo de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que los medios Opticos de la cabeza 6ptica (4)
comprenden un sistema de lentes que forman un objetivo de focalizacion adaptado para transcribir la reparticion
espacial de la mancha focal (PSF) a la salida del haz de fibras y la calidad del frente de onda (WFE) y para
minimizar la reflexion parasita que se efectla a la salida del haz de fibras.

3. Equipo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la cabeza 6ptica (4) comprende una
lamina de vidrio destinada a entrar en contacto con el tejido bioldgico que haya que analizar y adaptada para realizar
una adaptacion de indice con el citado tejido.

4. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el mismo
comprende una lamina de vidrio colocada a la salida del haz (3) de fibras épticas y comun con la cabeza éptica (4),
siendo la citada lamina suficientemente gruesa para rechazar las reflexiones paralelas parasitas a la salida del haz
de fibras (3).

5. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el medio de
inyeccion (2) en el haz (3) de fibras 6pticas presenta una calidad de frente de onda y una reparticion espacial de la
intensidad de la mancha focal adaptada al diametro util del haz de fibras (3).

6. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que la fuente de
excitacion (1) emite a una longitud de onda adaptada para excitar fluoréforos endégenos elegidos presentes en los
tejidos bioldgicos del sitio observado.

7. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el medio para
separar las longitudes de onda es una lamina dicroica (D).

8. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el medio de
analisis espectroscopico comprende un espectrografo (20) y un medio de acoplamiento (21) a la ranura del
espectrografo.

9. Equipo de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que el medio de acoplamiento (21) a la ranura del
espectrografo comprende un medio éptico acromatico.

10. Equipo de acuerdo con las reivindicaciones 8 o 9, caracterizado por un medio de rechazo (22) colocado aguas
arriba del medio de acoplamiento (21) y adaptado para suprimir la longitud de onda de excitacién retroemitida.

11. Equipo de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por una lente (L2) colocada aguas arriba del medio de
rechazo (22) adaptada para mejorar la relacion entre sefial y ruido.

12. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el mismo
comprende un medio de captacion (L1) del tamafio del haz emitido por la fuente de excitacion (1) al diametro util del
haz de fibras épticas (3).
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13. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el mismo
comprende ademas medios para realizar conjuntamente una imagen confocal de la zona de analisis (5), que
comprende:

- una fuente de iluminacion (30),
- un detector (35) de la sefial de retorno para analisis,
- un medio de separacion (31) de la sefial de iluminacion y de la citada sefial de retorno,

- medios para acoplar (D2) el haz de excitacion para el analisis espectroscopico y el haz de iluminacion para el
imagen confocal, antes de la entrada en el medio de inyeccion (2) en el haz de fibras opticas (3),

- un medio (32) de barrido rapido de las fibras una a una situado aguas arriba del medio de inyeccién en el haz de
fibras (3), y

- un sistema de filtrado (33) espacial en la entrada del detector (35) de sefial adaptado para seleccionar la sefial
de retorno que proviene de la fibra iluminada,

presentando el medio de inyeccion (2) en el haz de fibras (3) una reparticion espacial de la intensidad de la mancha
focal igual al diametro de nucleo de una fibra, siendo cada fibra iluminada sucesivamente y de manera dirigida.

14. Equipo de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado por que los medios de acoplamiento estan colocados
aguas arriba del medio de barrido (32).

15. Equipo de acuerdo con las reivindicaciones 13 o 14, caracterizado por que la fuente de iluminacion (30) es un
diodo laser pulsado.

16. Equipo de acuerdo con una de las reivindicaciones 13 a 15, caracterizado por que la fuente de iluminaciéon
presenta una calidad de frente de onda del orden de A/8.

17. Equipo de acuerdo con una de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado por que el detector (35) de la sefial de
retorno es un fotodiodo de avalancha.

18. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, caracterizado por que los medios de
acoplamiento (31) de la sefial de excitacion para el analisis espectroscopico y de la sefial de iluminacion para el
imagen confocal, comprenden una lamina dicroica (D2).

19. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, caracterizado por que el medio (32) de
barrido rapido de las fibras una a una comprende un espejo resonante (M1) a una frecuencia dada y un espejo
galvanométrico (M2) con una frecuencia variable, y dos sistemas 6pticos constituidos cada una por lentes (L5-8, L9-
12) adaptadas para en un primer tiempo conjugar los dos espejos (M1, M2) y después en un segundo tiempo el
espejo galvanométrico (M2) y la entrada del haz de fibras (3).

20. Equipo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 19, caracterizado por que el sistema de
filtrado espacial comprende un agujero de filtrado (33) cuyo tamafio es tal que el mismo corresponde al diametro de
nucleo de una fibra salvo el aumento del sistema 6ptico entre la entrada del haz de fibras (3) y el agujero de filtrado
(33).
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