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RESUMEN

El cancer cervicouterino ocupa el primer lugar en incidencia y el tercer lugar
de causa de muerte en el pais, motivo por el cual son necesarios nuevos
métodos que permitan diagnosticar esta enfermedad en etapas mas

tempranas.

En este trabajo se presenta un estudio de la evaluacion del equipo de
tomografia éptica coherente SR-OCT 930 de la marca Thorlabs para ser
utilizado en el diagndstico de muestras ex-vivo de lesiones en tejido
cervicouterino. Se encontré que el equipo es capaz de obtener imagenes que
pueden indicarnos lesiones en el tejido de cérvix aun en muestras que habian
sido identificadas como sanas lo cual muestra que el equipo puede ser util para

el diagnéstico de estas lesiones en etapas tempranas.

También se analizé la influencia del formol y el &cido acético en imagenes
obtenidas con el equipo, encontrando que tanto el acido acético y el formol
incrementan la intensidad de la sefial obtenida y que el formol ademas de fijar
las estructuras internas del tejido también mantiene la intensidad de la sefal
amplificada. Se analiz6 también una correlacion entre las imagenes OCT con
las imagenes obtenidas con un microscopio Optico obteniéndose que
imagenes tomadas con el microscopio optico y usando un objetivo 4x producen

imagenes comparables.

Finalmente se propone un método para incrementar la profundidad de foco en
un sistema OCT mediante el disefio de una lente asférica. Se presenta el
ejemplo de una lente con profundidad de foco de alrededor de 4 mm para un
tamarno de la mancha de 6.5 uym, siendo que para un haz Gaussiano con ese
mismo tamafio de mancha la profundidad de foco es de 73 um, lo cual mejora

la calidad de las imagenes obtenidas.



ABSTRACT

Cervical cancer ranks first in incidence and is the third cause of death in the
country. For the former reason new methods to diagnose the disease at earlier

stages are necessary.

This dissertation presents a study of the evaluation equipment of optical
coherence tomography SR-OCT 930 of Thorlabs to be used in ex-vivo
diagnosis of lesions in cervical tissue samples. It was found that the equipment
is able to produce images that may indicate lesions in the cervical tissue even
in samples identified as healthy, this demonstrate that the equipment can be

used to diagnostic of cervical lesions in early stages.

Besides the influence of formaldehyde and acetic acid in images obtained with
the equipment is analyzed, finding that both acetic acid and formaldehyde
increased the intensity of the signal obtained and for formaldehyde in addition
to fix tissue structures also maintains the intensity of the amplified signal. Also
a correlation between OCT images and optical microscopy images is
presented. From this correlation was founded that the use of a 4x objective in

the optical microcopy produce similar images to the OCT equipment.

Finally a method for increase the depth of focus in an OCT system by
designing an aspheric lens is proposed. An example of a lens with depth of
focus of about 4 millimeters for a spot size of 6.5 micrometers is presented,
being that for a Gaussian beam with the same spot size the depth of focus is

73 micrometers, which improve the quality of the images.
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Capitulo 1:

Capitulo 1: Introduccion.

"Nunca estoy satisfecho hasta que consigo el
modelo mecanico de una cosa. Si puedo construir

un modelo mecanico, entiendo el fenédmeno".

Lord Kelvin
En este capitulo se presentan los principios basicos de la tomografia Optica
coherente asi como se planteara la importancia de estudiar el tejido

cervicouterino, finalmente se presenta la organizacion de la tesis.

La Optica se ha utilizado en la medicina desde tiempos antiguos cuando por
ejemplo la gente utilizaba lentes para corregir problemas visuales [1]. Con la
invencion del microscopio Optico por Zacharias Janssen en 1590 [2] se dio un
gran paso en la biologia y en la medicina al permitir observar las células y
bacterias y virus que hasta la fecha no se conocia de su existencia y dio

informacion sobre el funcionamiento de diversas enfermedades.
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Figura 1. 1 a) Profundidad de la luz y técnicas Opticas que se utilizan para visualizarlas
(imagen obtenida de una presentacién dada por el Dr. Ruikang Wang en la Escuela de 6ptica
biomédica). b) Gréafica que relaciona diversos tipos de técnicas con su profundidad de
penetraciébn y su resolucion (imagen obtenida de http://discover.osa.org/optical-society-
blog/bid/337759/Pushing-the-limits-of-imaging-resolution-and-penetration-depth).

Con el paso del tiempo el microscopio Optico fue mejorandose y ademas

nuevas tecnologias fueron inventadas, algunas de ellas pueden verse en la
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Fig. 1.1a) donde se puede observar la penetracion de la luz en un medio turbio
y que técnica funciona en esas distancias. Como se puede observar en la Fig.
1.1a) la mayoria de las técnicas Opticas para obtener imagenes de medios
turbios solo funcionan en la superficie del medio o algunos cuantos
micrometros. La técnica que nos interesa a nosotros es la tomografia Optica
coherente (OCT por sus siglas en inglés). Nuestro interés por esta técnica
radica en el hecho de que como se observa en la Fig. 1.1a) es una de las
técnicas que puede obtener imagenes a mayor profundidad en los medios
turbios (hasta 3 mm) ademas como se observa en la Fig. 1.1b) la resolucion
de esta técnica esta en el orden de permitirnos observar células. Por lo tanto
esa relacion profundidad de imagen-resolucion es Gtil para el diagndéstico de
enfermedades que requieren observar cambios celulares a profundidades mas
alld de la superficie del tejido. A continuacién presentamos los principios
bésicos de la OCT.

1.1. Tomografia Optica Coherente.

La tomografia 6ptica coherente surge a principios de los afios 90s por Huang
y colaboradores [3], quienes lo presentaron como una técnica interferométrica
de baja coherencia, su funcionamiento es muy parecido a la técnica del
ultrasonido, para obtener imagenes bidimensionales tanto de medios
transparentes por ejemplo el ojo, como de medios turbios como la arteria

coronaria.

Existen en realidad dos tipos de OCT los cuales son OCT de dominio temporal
que es como el que presentdé Huang a principios de los 90s y el OCT de
dominio de Fourier el cual fue propuesto por Fercher y colaboradores [4] en
1995, aunque la idea original se remonta al afio 1969 por Wolf [5] como una
solucion al problema inverso del esparcimiento. A continuacion se presentan

los dos tipos de OCT de forma breve.
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1.1.1. Tomografia 6ptica coherente de dominio temporal (TD-OCT).

También conocido como el OCT de primera generacion, por ser el primero
comercialmente disponible. Su funcionamiento es similar al de un equipo de
ultrasonido en el que se detectan los tiempos de retardo de las ondas sonoras
y sus intensidades para generar las imagenes, la diferencia es que en lugar de
utilizar una onda sonora se utiliza luz y por tanto para medir los ecos se debe
utilizar una técnica interferométrica. Un equipo TD-OCT consiste en un
interferometro del tipo Twyman-Green 6 Match-Zehnder con una fuente de
iluminacibn de baja coherencia temporal. En uno de los brazos del
interferometro el espejo se sustituye por la muestra a ser analizada, a este
brazo se le conoce como el brazo de muestra, el otro brazo, conocido como
brazo de referencia, tiene un espejo el cual se mueve longitudinalmente (ver
Fig. 1.2).

Brazo de referencia
<>

Sistema
confocal

Escaner
PR —

Xy

b
t,

\—[Procesado de seﬁal} EBrazo de muestra

Detector Acoplador de fibra

Figura 1.2. Esquema Optico de un TD-OCT, la fuente de iluminacion es un diodo
superluminicente (SLD), la luz se envia al brazo de referencia el cual tiene un espejo que se
mueve longitudinalmente, el brazo de muestra consta de un sistema confocal el cual filtra la
luz a solo el punto de interés, al mover el escaner se detecta la sefial en el detector y se
procesa la sefial para obtener un escaneo axial. El escéner en el brazo de muestra permite
obtener escaneos axiales adyacentes.
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El brazo de muestra consiste en un arreglo del tipo confocal lo cual permite
filtrar la luz de modo tal que solo se detecta la luz proveniente de una linea del
medio. En el brazo de muestra ademas se pueden colocar un par de escaneres
(Fig. 1.2) lo que permite realizar una imagen en dos o tres dimensiones o se
puede utilizar una base motorizada para realizar la misma funcioén, la
configuracion del escaner y la lente de muestra es telecéntrica para asegurar
que la forma del spot sera circular a lo largo de la linea de escaneo. Cuando
la luz retroesparcida por la muestra y la que es reflejada en el brazo de
referencia tienen caminos épticos iguales interfieren y esta sefial es detectada
mediante un fotodiodo. La sefial es procesada por una computadora y
mediante el conocimiento de la posicidbn del espejo de referencia y la
intensidad de la luz se puede obtener la distribucion de los centros de
retroesparcimiento y su intensidad en una linea la cual se le conoce como A-
Scan. Si tomamos varios de estos escaneos lateralmente se obtiene una
imagen bidimensional o B-Scan y si juntamos varias de estas imagenes
podemos generar una imagen tridimensional o C-Scan. Una de las grandes
ventajas de este tipo de OCT es que es muy estable ante movimientos, sin
embargo su gran desventaja es que al depender del movimiento del espejo de
referencia para escanear en profundidad entonces el tiempo para tomar una
imagen es grande los equipos mas veloces alcanzan velocidades de hasta
~8000 A-scans por segundo siendo tipicamente la velocidad de estos
equipos de hasta 2 kHz la raz6n del escaneo [6], o cual hace que para varias
aplicaciones in-vivo no sea conveniente, por ejemplo para tomar imagenes
tridimensionales del ojo es necesario realizar muchos escaneos en diferentes
zonas de la retina pero el movimiento del ojo produce degradacién en las

imagenes.

1.1.2. Tomografia Optica coherente del dominio de Fourier (FD-OCT).
La tomografia optica coherente del dominio de Fourier (FD-OCT) aunque

parecida, funciona de forma radicalmente diferente a la TD-OCT. Esta basada
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en la solucion al problema inverso del esparcimiento propuesto por Wolf en
1969 [5] y presentada como una técnica para obtener imagenes retinales por
Fercher y colaboradores [4]. La técnica funciona a partir del teorema de la
difraccion de Fourier el cual relaciona la transformada de Fourier de los datos
medidos del esparcimiento con la transformada de Fourier de la estructura del
objeto. Si se ilumina un objeto usando un laser Gaussiano monocromatico y
cuyo objeto se encuentra en la cintura del haz y el objeto a la profundidad T
sea del orden correspondiente a la distancia de Rayleigh (ver Fig. 1.3)
entonces se puede asumir que el objeto estd siendo iluminado

aproximadamente por un frente de onda plano monocromatico:
EOFK" 1) = AD exp(ik" - —iat) (1.1)

=(i) S :
donde k "es el vector de onda de la onda de iluminacion y su magnitud
k =27/ es el numero de onda. Para esta aproximacion se trata el campo
eléctrico como un escalar y por lo tanto no se toma en cuenta los efectos de la

polarizacion.
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Figura 1.3. El objeto es iluminado a lo largo del eje z negativo, la luz retroesparcida es
detectada en el punto P, k@ es el vector de onda de iluminacion k®) es el vector de onda de
la luz retroesparcida, OB es el objeto. Imagen tomada de [4].

Confinando el andlisis al retroesparcimiento y escogiendo el origen del sistema

coordenado X, y, z en el eje del haz de iluminacion como lo muestra la figura
1.3. La luz retroesparcida es detectada en el punto P(F) en el eje-z a una
distancia D fuera del objeto. Si D es mucho mas grande que la profundidad T
de la estructura del objeto, si ademas despreciamos la dispersion del indice
de refraccion del medio (y se asume que la amplitud A® de la onda de
iluminacién es constante en el objeto entonces se tiene:

(s Al
EOr,K t)=—
( ) 2

,X)V exp(ik'” -1 —iat)x jOT F(z") exp(~iKz")dz" (1.2)
donde W es un factor constante escogido proporcional a la seccion transversal
de la cintura del haz de iluminacion, F es el potencial de esparcimiento y lo
consideramos constante en las direcciones x’y y’ dentro del haz. Por lo tanto
la luz esparcida tiene una amplitud la cual es proporcional a la transformada
de Fourier del potencial de esparcimiento F(z). Haciéndolo para una dimensién

y para el punto P se tiene:
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(i
EC(Pkt)=- AW
47D

exp(ikD —iwt)FT {F(2)} (1.3)

por lo tanto el potencial de esparcimiento F(z) se puede obtener al aplicar la
transformada inversa de Fourier de E®)(P,k). Para que esto sea posible es
necesario conocer la amplitud y fase del campo retroesparcido E®)(P,k) para
al menos un rango limitado de k-valores por lo tanto es necesario utilizar una

iluminacién con multiples longitudes de onda.

Existen dos formas que nos permiten realizar lo anterior, la primera de ellas es
utilizar una fuente de baja coherencia como luz blanca o la producida por un
diodo superluminicente, en conjunto con un espectrometro, a esta se le conoce
como tomografia de coherencia 6ptica del dominio espectral (SD-OCT)
ademas de ser la segunda generacién por ser el segundos tipo disponible
comercialmente. Esta configuracion se puede ver en la figura 1.4.

:‘OB _ RM BS DG

IP.k)

PA

Figura 1.4. Configuracion de luz blanca, k( = vector de onda de iluminacién, k®= vector de
onda de la luz retroesparcida, k® = vector de onda de la luz de referencia, BS divisor de haz,
RM espejo de referencia, DG, rejilla de difraccion, PA arreglo de fotodetectores, WL fuente de
luz blanca. Imagen tomada de [4].

La dependencia en el ndmero de onda del espectro I(P,k) de la luz
retroesparcida es igual a una constante C por el cuadrado de la transformada
de Fourier del potencial de esparcimiento del objeto:

I(P.k) = [E€(P.K)| =C|FT {F@)[ (1.4)
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Si se calcula la transformada de Fourier inversa de I(P,k) entonces se obtiene
la funcion de autocorrelacién (ACF) del potencial de esparcimiento. Por lo tanto
no obtenemos en si el potencial de esparcimiento del objeto y solo objetos con

estructuras sencillas se pueden descifrar de esta forma.

El potencial de esparcimiento se puede obtener si una luz singular adicional
reemitida de una interface (el espejo de referencia de la figura 1.4) se puede
posicionar a una distancia L del objeto (en z = z;). Para este caso el potencial
de esparcimiento puede ser descrito como la suma del objeto actual Fo(z) mas
un potencial estilo delta (con amplitud de reflectividad R):

F(z)=F,(z)+Ro(z—-z) (1.5)
Por lo que el término de autocorrelacién tiene ahora cuatro términos:

(Fs (2)Fy(z+2)) +(F; (2)RS(z+Z - 2,)) +
(R6"(z-2)F,(z+2))+(R*5"(2~2,)8(z -2, +2)) (1.6)
= ACF.(Z) +RF,(z, - Z)+RF,(z, - Z) +R? §(Z)

El tercer término del lado derecho de la igualdad proporciona, junto con un
factor constante R, una verdadera reconstruccion de la estructura del objeto
centrada en Z = z,.. Para evitar un traslape entre los cuatro términos de la ACF
se debe escoger una distancia L entre la interfaz y el objeto mayor a la
profundidad del objeto L > T. Sin embargo extender la profundidad del objeto
de T a T+L incrementa la frecuencia de la transformada de Fourier lo cual

provoca que se necesite una mayor resolucion en el k-espacio.

Este tipo de OCT trajo consigo el incremento en la velocidad de imagen,
algunos llegando hasta 500,000 A-Scans por segundo [6] lo cual es 62.5 veces
mas rapido que el mas veloz de los OCT de dominio temporal esto es posible
a que ya no se necesita mover el espejo de referencia lo que era el mayor

limitante en la velocidad de TD-OCT, ademas de un aumento en la sensibilidad



Capitulo 1:

en las imagenes. Lo anterior permitié que se puedan tomar imagenes in-vivo,
por ejemplo, de la retina debido a que los artefactos provocados por el

movimiento del ojo se reduzcan al ser la velocidad del equipo mas veloz.

La desventaja de este tipo de OCT radica en la necesidad de un arreglo de
fotodiodos de alta resolucion y velocidad, ademas de la necesidad de alinear
el espectrometro, en la figura. 1.5 se tiene el diagrama de un SD-OCT tipico

basado en fibras dpticas.

Brazo de referencia

RM

P Sistema

confocal

Acoplador de fibra

Escaner
Xy

CL

NN
— \/
PRSI

AR

Procesado de seﬁal} Brazo de muestra

Figura 1.5. Esquema de un SD-OCT el sistema es muy parecido al de TD-OCT con la
diferencia de que el espejo de referencia RM se mantiene fijo y el detector se cambia por un
espectrometro. RD es una rejilla de difraccion, CL es una camara lineal. En este caso la
informacion de profundidad depende de las frecuencias de la luz retroesparcida, a mayor
profundidad mayor frecuencia.

La otra forma de obtener el potencial de esparcimiento es en lugar de utilizar
una fuente de luz de baja coherencia y el espectrometro, usar una fuente de
luz laser que pueda barrer los diferentes numeros de onda, la luz
retroesparcida e interferida con la luz del espejo de referencia es detectada
por un fotodetector, con lo que se obtiene una sefial igual a la adquirida con el
SD-OCT por lo que el desarrollo para obtener el potencial de esparcimiento es

el mismo.
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Los OCT basados en esta técnica se conocen como tomografos épticos
coherentes de fuente de barrido (SS-OCT por sus siglas en inglés). Este tipo
de OCT corresponde a la tercera y actual generacion de OCT por ser los
actualmente disponibles. Tienen la ventaja de ser actualmente los mas veloces
al sustituir el espectrometro por un solo fotodetector, ademéas también a esto
ultimo la profundidad de escaneo es mayor al no requerir una camara de muy
alta resolucion para obtener las imagenes a mayor profundidad que produce
sefales de alta frecuencia. Debido al uso de una longitud de onda a la vez, la
razén sefial a ruido es incrementada. Su desventaja es el alto costo de este
tipo de fuente de iluminacién, ademas de que tengan sefiales épticas de alta
calidad, se necesitan barridos que sean altamente lineales, rapidos y con alta

confiabilidad [7]. La figura 1.6 muestra el esquema para este tipo de OCT.

I

Brazo de referencia

)]

RM

Detector Acoplador de fibra Sistema
confocal
Escaner
—
Xy
."-"- If \ ,’\I
— YV
; — ."', f I"'l f |'.'|
I |‘|
\—[Procesado de seﬁal} Brazo de muestra

Figura 1.6. Esquema de un SS-OCT, es similar al esquema de SD-OCT con la diferencia de
que aqui se utiliza una fuente de iluminacién que puede cambiar rapida y continuamente su
longitud de onda, el espejo de referencia RM al igual que en SD-OCT se mantiene fijo, y aqui
la sefal interferométrica es grabada por un detector.

1.1.3. Resolucion y profundidad de escaneo de un sistema OCT.
La resolucion de un sistema OCT a diferencia de los microscopios opticos 0
confocales, consta de dos partes, la resolucion axial o en profundidad y la

resolucion lateral que depende de que tan bien se enfoque la luz en la muestra,
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se dice que ambas resoluciones son independientes una de la otra, sin
embargo si existe una relacion entre ambas que las limita como veremos mas

adelante.

Para el caso de TD-OCT la resolucién axial depende de la longitud de

coherencia de la fuente la cual se define como:

2
| pp o 2IN245

1.7
¢ TAA (3.7)

Donde 4, es la longitud de onda central de la fuente de iluminaciony A4 es

el ancho espectral de la fuente, por lo tanto entre mas grande sea el ancho de
banda la longitud de coherencia se hara mas pequefia por lo que solo la luz
retro esparcida por la muestra cuyo camino éptico se encuentre a una distancia

zr menor a la longitud de coherencia z, <I, con el espejo de referencia

producira una sefal de interferencia, debido al movimiento del espejo de
referencia entonces podemos escanear en profundidad y detectar objetos

retroesparsores cuyo tamafno sea de al menos la longitud de coherencia.

Para el caso de FD-OCT la resolucion axial también se define con la ecuacion
1.7 donde AA es la anchura a media altura (FHWM) de la fuente. Como se
habia dicho en la seccién 1.1.2 para obtener el coeficiente de esparcimiento
se debe calcular la transformada de Fourier de la intensidad detectada esto

también se puede escribir como [8]:

I, (K) = %[S(k)[RR +Rg, +R,, +...]] "Terminos DC"
N

+§{S(k)z,/RRRSn cos[2k(z; - ZSn)]} "Terminos de correlacién cruzada" (1.8)
n=1

N
+§{S(k) > JRsRsn cos[2k(zSn—25m)]} "Terminos de auto-correlacion”

n=m=1
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Los términos DC se debe al espectro de la fuente S(k) multiplicado a la
reflectividad del espejo de referencia y la suma de reflectividades de la
muestra, es un término constante y es el que mas contribuye a la corriente del
detector si la reflectividad del espejo de referencia domina la reflectividad de

la muestra.

Los términos de correlacion cruzada se compone de cada uno de los centros
esparsores de la muestra, depende tanto de la fuente de iluminacién y la
diferencia de camino Optico entre el brazo de referencia y los esparsores de la
muestra. Este es el componente que se busca en las sefiales OCT pues nos

dice la informacion de los centros de esparcimiento.

Los términos de auto-correlacion representan la interferencia producida entre
los diferentes centros esparsores de la muestra y provocan artefactos en las

sefales OCT.

Calculando la transformada de Fourier de Ip(k) y utilizando que:

—72Ak?

F 5S(K) = 2 o5 (1.9)

Ak7

r(z)=e

Donde y(z) es la transformada de Fourier del espectro de la fuente también

llamado “funcién de coherencia” y es quien domina la funcién de punto
extendido (PSF) en los sistemas de imagen OCT, el ancho de banda de la

AL . )
— . Entonces la transformada de Fourier de la corriente

JIn(@) 4

In(k) utilizando las propiedades de convolucion se obtiene:

fuente es Ak =
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i (2) = g[y(z)[RR +Rg, +R,, +...]] "Terminos DC"
N

+§{ZJRR Rs, [ 7[2(z4 - 25,)]+ 7[-2(2 - 25, )]]} "Terminos de correlacién cruzada"
n=1

B{ i RenRem [ 7[2(Zsy = Zen)] + 7[~22s, — sz)]]} "Terminos de auto-correlacion”
n=m=1
(1.10)

De la ecuacion (1.10) y suponiendo reflectores discretos y un espectro con
forma gaussiano (figura 1.7) se observa: primero que la posicion cero en el
perfil de reflectividades aparece en la posicion del espejo de referencia zr, en
lugar de en el divisor de haz. Segundo la posicion de cada centro de
esparcimiento de la muestra aparece al doble, esto se debe al doble camino
que recorre la luz. Tercero y mas importante para la resolucion cada centro de
esparcimiento aparece anchado con un tamafio igual a la longitud de
coherencia de la fuente de iluminacién, como se puede observar en la figura
1.7 al aumentar el ancho de banda de la fuente el ancho se reduce mejorando
la resolucién por lo que conviene utilizar las fuentes con el mayor ancho
posible. Cuarto y como se vio anteriormente en la seccién 1.1.2 la magnitud
de la reflectividad detectada de los centros de esparcimiento de la muestra se

ven amplificados por la reflectividad del espejo de referencia /R, .

Sin embargo de la sefial también se observa que se tienen los siguientes
artefactos. Primero en los términos de auto-correlacion se obtiene una imagen
espejo del otro lado de la posicién cero (la posicién del espejo de referencia)
y se debe al hecho de que el espectro interferométrico detectado es real y su
transformada inversa de Fourier debe ser simétrica Hermitiana. Para corregir
este artefacto mientras la muestra se pueda mantener completamente en un
lado de la posicion cero de no ser asi la imagen comienza a superponerse en

Su imagen espejo.
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Figura 1.7. Ejemplo de la transformada de Fourier para el caso de dos reflectores la linea roja
corresponde a una fuente con un ancho espectral de 25 nm, la linea azul corresponde a una
fuente con un ancho de 100 nm, como se puede observar al aumentar el ancho de banda
espectral el ancho de los picos disminuye. En la imagen también se pueden ver los artefatos
producidos por el término DC, los términos de auto-correlacién y los artefactos de imagen
espejo.

Segundo el termino DC produce una sefial intensa centrada en la posicion cero
y cuyo ancho es igual a la longitud de coherencia de la fuente lo cual degrada
la calidad de las imagenes, debido a que la mayor aportacion de este término
se debe al espejo de referencia la forma de corregir este artefacto es tomar
una medicién de la intensidad solo con el espejo de referencia y sin muestra 'y
entonces restar esta intensidad a todos las siguientes mediciones. El tercer
artefacto se debe a los términos de auto-correlacion pues producen sefales
cerca de la posicién cero, para reducir este artefacto es asegurarse que la
reflectividad del espejo de referencia es suficiente de tal forma que los

términos de auto-correlacion sean muy pequefios.

Para el caso de la resolucion lateral 6 transversal esta depende del tamafio de
la mancha enfocada sobre la muestra y por tanto depende de la apertura

numeérica de la lente (NA), considerando haces Gaussianos se tiene [9]:

4

AX = ——
zd

(1.11)

donde f es la longitud focal de la lente y d es el tamafio del spot en la lente

objetivo. Al incrementar la apertura numeérica se incrementa la resolucion
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lateral al reducir el tamafio de la mancha, pero al mismo tiempo reduce la
profundidad de foco, el cual se calcula como dos veces la distancia de

Rayleigh:

_ 7AX?
21

b

(1.12)

Por lo tanto y aunque es deseable tener una alta resolucién transversal
también se debe tener en cuenta la profundidad de foco y aunque se puede
obtener una alta resolucion axial con aperturas numéricas bajas (puesto que
esta solo depende de la fuente), lo ideal es que tanto la resolucién axial y la

transversal sean parecidas. La figura 1.8 resume esta situacion:

Low NA : :
Axial Resolution
Ay 2In2( 3%
1 High NA nt | AL
AZ Transverse Resolution
! =)
AX b —] [—=Ax T
l Depth of Focus
S b= TAX?
1 2

Figura 1.8. Relacién entre la resolucion axial, transversal y la profundidad de foco, la
resolucién axial aunque puede ser alta para aperturas numéricas bajas deberia estar
contenida dentro de la profundidad de foco del haz, sin embargo esto implica una resolucion
transversal baja. Imagen tomada de [9]
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Existen diversas propuestas para resolver este problema, nosotros también
proponemos una forma de resolverlo, esto se describirhd con mayor detalle en

el capitulo 4 de la presente tesis.

Relacionado con lo anterior otro parametro importante es la profundidad de
escaneo, para el caso de TD-OCT esta depende de la distancia a la que se
desplaza el espejo de referencia, pero para el caso de SD-OCT puesto que la
informacion se obtiene de la suma de las sefial de interferencia a todas las
profundidades, se obtiene que para profundidades pequefias la frecuencia es
baja pero para profundidades grandes la frecuencia es alta (figura 1.9), por lo
tanto, la cAmara debe ser capaz de detectar estas altas frecuencias, lo anterior
se resume en la siguiente relacion que se deduce del teorema de Nyquist [10]:

ap=1% (1.13)

4AL
donde AD es el rango méaximo de imagen axial y N es el nimero de pixeles del

arreglo de detectores.
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Figura 1.9. sefiales capturadas con el equipo SR-OCT930 para un mismo objeto localizado a
diferentes distancias de la lente de muestra. Arriba sefial para el objeto en z = f, abajo sefial
para el objeto en z = f + 0.8 mm. Como se puede observar la frecuencia de la sefal de
interferencia es mas alta al aumentar la profundidad.

Ademas de lo anterior otro factor importante para la profundidad de escaneo
consiste en las propiedades 6pticas del medio a ser observado, es decir de los
coeficientes de absorcién y esparcimiento de la muestra. Para los tejidos
bioldgicos se tiene mucha absorcidon por parte de la sangre y del agua en la
parte visible de la luz, sin embargo en la parte infrarroja estos valores
disminuyen la zona donde estos valores son bajos se conoce como ventana
optica (figura 1.10). Sin embargo dependiendo el tejido una longitud de onda
puede ser mas util que otra, por ejemplo para obtener imagenes del ojo
longitudes de onda alrededor de 800 nm son comunmente utilizadas pues no
se tiene mucha absorcién por parte de las componentes del ojo anteriores a la
retina, por lo que se puede obtener buena resolucion sin necesidad de utilizar

fuentes con ancho de banda muy grandes. Sin embargo para otros tejidos
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como la piel, el esparcimiento y absorcién en esta longitud de onda es grande
por lo que conviene utilizar longitudes de onda alrededor de 1300 nm, el
inconveniente es que para obtener una resolucion similar a utilizar una longitud

de onda de 800 nm se requiere una fuente con mayor ancho de banda

espectral.
= Chygenated hemaeglobiniHBO )
m— Deoxygenated hemoaglobinHb)
Wiater(H, )

—_ Fats{R.L.PMan Veen et al) =
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Figura 1.10. Espectros de absorcion para diferentes sustancias importantes en tejidos
biolégicos, como son la hemoglobina oxigenada y desoxigenada, asi como del agua y la grasa.
Imagen obtenida de [11].

1.2. Uso de la OCT en medicina.

La OCT puede tomar imagenes en distintos tipos de tejidos, sin embargo es
necesario tomar en cuenta las propiedades Opticas (absorcién vy
esparcimiento) del mismo para saber que fuente de iluminacion se utilizara,
por ejemplo en el caso del ojo se utiliza luz alrededor de los 850 nm lo cual
permite obtener una buena resolucion con anchos de banda no tan grandes,
sin embargo para tejidos mas esparsores se debe utilizar fuentes que rondan
los 1300 nm para disminuir la absorcion, sin embargo esto implica utilizar
fuentes con anchos de banda mas grandes para obtener una buena

resolucion.

18



Capitulo 1:

La OCT surgié como una técnica para obtener imagenes en alta resolucion del
0jo, motivo por el cual es el campo donde més se ha desarrollado dividiéndose
el estudio del mismo en dos partes que son observar la camara anterior y
posterior del ojo (ver figura 1.11). Para el caso de la camara anterior del ojo el
interés radica en estudiar enfermedades como el glaucoma puesto que se
puede observar la estructura del iris y en base al 4ngulo que forma con la
cornea se puede saber si es un 0jo normal o con glaucoma ya sea del tipo
angulo abierto o cerrado (Fig 1.11b). Para el caso de la camara posterior del
ojo el interés radica primordialmente en estudiar las capas de la retina para
observar si existe alguna lesion en la misma (Fig. 1.11c). Existen actualmente
sistemas OCT que permiten incluso obtener informacion de ambas camaras al
mismo tiempo [12] (ver figura 1.12). Ademas se puede observar en la figura
1.13 la evolucion que ha tenido en resolucion esta tecnologia a lo largo de sus

tres generaciones.

Anterior Segment Posterior Segment
a) —

Anterior Chamber
(contains
aqueous humor)

Vitreous Body
(contains vitreous)

Pos(e{ ior Chamber
(contains
aqueous humor)

@BAIL OHSU

Figura 1.11. a) Segmento anterior y posterior del ojo, b) imagenes OCT tomadas de la camara
anterior del ojo donde se mide el &ngulo que forma la pupila con la cérnea para diagnéstico
de glaucoma, c) imagen de la retina donde se pueden observar las diferentes capas que la
conforman. Imagenes tomadas del laboratorio del Dr. Wang en la Universidad de Washington
(http://depts.washington.edu/wangast/Ricky Wangs _Lab/Galleries_Videos.htm).
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Figura 1.12. Arriba imagen completa del ojo tomada con un sistema SS-OCT, abajo biometria
ocular. Gracias al rango extendido de este OCT se puede tomar imagenes completas del ojo
que permite medir su distancia total y la distancia entre cada componente. Imagen tomada de
[12].

Old OC1

‘:‘ k;‘- .
~ . - -

Swept OCT
is revolutionizing Opthamalogy

Figura 1.13. Comparacién de una imagen OCT tomada con la primera generacién (TD-OCT)
y la dltima generacién (SS-OCT) se puede observar que con la Ultima tecnologia se tiene una
mejor distincién en las capas del tejido, lo cual permite realizar diagndsticos més confiables.
Imagen tomada de: http://sweptlaser.com/3-generations-of-OCT

Sin embargo la OCT, también ha encontrado campos de estudios en tejidos
con mayor esparcimiento, como es el caso de imagenes en las arterias del
corazén [13], otra area de interés importante es el diagnostico de
enfermedades como el cancer, por ejemplo Sergeev y colaboradores [14]
muestran imagenes de diversos tejidos sanos y con cancer (ver figura 1.14)
en los que se puede observar los cambios en las estructuras debido a esta

afeccion.
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Nosotros en este trabajo estamos interesados en estudiar tejidos turbios o con
alto esparcimiento, en especifico nuestro interés se centra en el estudio del

tejido de cérvix uterino.

Laringe tumor

Cervix uterino sano Cervix uterino tumor

ML 4
Vejiga urinaria sana

Figura 1.14. Diferentes tejidos sanos (columna izquierda) y con tumor exofitico (columna
derecha) se puede apreciar que cuando existe un tumor en la mayoria de los casos lo que se
produce es una mayor homogeneidad en los tejidos, por ejemplo para el caso de cervix uterino
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sano se puede distinguir entre la capa del epitelio y la ldmina propia, en cambio cundo existe
presencia de tumor, ya no se tiene distincién entre ambas capas. Imagen tomada de [14].

1.3. Lesiones de cérvix en México.

Segun un boletin proporcionado por el INEGI [15] sefiala que en 2008 a nivel
mundial fallecieron 7.6 millones de personas debido al cancer. En America,
fallecieron 1.2 millones de personas en 2008, en el caso de los hombres por
canceres principalmente en la préstata, pulmon, colonorectal y estbmago, para
las mujeres en mama, pulmén colonorectal y cervicouterino. En México el
cancer es la tercera causa de muerte y se estima que cada afio se detectan

128 mil casos nuevos.

Segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-014-SSA2-1994) [16] el cancer
cérvico uterino ocupa el primer lugar de incidencia y el tercero en mortalidad
relacionado con neoplasias malignas. En la poblacién femenina el cancer
cérvico uterino es la primera causa de muerte por neoplasias malignas,

particularmente en el grupo de 25 a 64 afios de edad.

Sin embargo en paises con campafas de deteccion existe una disminucién en
la incidencia y mortalidad de este tipo de cancer, debido a la deteccion de las
lesiones precursoras y preinvasoras. Por lo tanto un diagnostico oportuno

ofrece la posibilidad de tratamientos exitosos y de menor costo.

1.4. Objetivos de la tesis.
En base a lo anterior y aprovechando las ventajas mencionadas de la

tomografia dptica coherente la presente tesis tiene los siguientes objetivos:

Objetivo principal: Evaluar el equipo SR-OCT 930 de la marca Thorlabs para

su uso en diagnaostico de lesiones de cervix.

Lo anterior debido a que en el laboratorio de Optica biomédica del Instituto

Nacional de Astrofisica Optica y Electronica se cuenta con el anterior equipo y
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se quiere analizar su desempefio en el diagnostico de este tipo de

enfermedades.

En el transcurso del desarrollo de la tesis surgieron los siguientes objetivos

secundarios:

1) Analizar las imagenes OCT y compararlas con imagenes de

microscopio.

2) Analizar la influencia del acido acético y del formol en las imagenes

OCT.

3) Proponer una solucién para aumentar la profundidad de foco.

1.5. Organizacion de la tesis.

La presente tesis se organiza de la siguiente forma:

Capitulo 2: Uso del SR-OCT 930 en el estudio de lesiones en el cérvix.
En este capitulo describimos al cérvix, asi como presentamos el
protocolo de investigacion que se realiz6 para poder estudiar este tejido.
Se presentan los resultados de las imagenes obtenidas en este estudio.
Capitulo 3: Andlisis de imagenes y sefiales OCT. En este capitulo
presentamos una comparaciéon entre imagenes obtenidas con un
microscopio éptico y las imagenes tomadas con el equipo SR-OCT 930.
Ademas presentamos los resultados del estudio en los cambios de las
sefiales OCT debido a la aplicacién tanto de &cido acético como de
formol en un modelo animal.

Capitulo 4: Incremento de la profundidad de foco para un sistema OCT.
Presentamos un par de formas de generar haces cuya profundidad de
foco es grande y sin tener que sacrificar la resolucion.

Conclusiones. Se presentan las conclusiones generales de este trabajo.
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Capitulo 2: Uso del SR-OCT 930 en el estudio de lesiones en

el cérvix.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la toma de imagenes

en tejido cervicouterino ex-vivo. Se muestra que de las imagenes obtenidas se

puede obtener informacion util para el diagnostico y se presentan algunos

problemas que se presentaron de las imagenes que se analizaran en los

siguientes capitulos.

Como se describi6 en el capitulo 1 el principal interés de esta tesis es evaluar

si el equipo con el que contamos puede servir como una herramienta de

diagnéstico para las lesiones de cérvix, esto debido a que la tecnologia OCT

tiene las siguientes ventajas:

1)

2)

3)

Es una técnica no invasiva. En el sentido de que no es necesario tener
contacto directo con el tejido (como el caso de ultrasonido) o que se
requiera aplicar un marcador (como en la tomografia por emision de
positrones) y tampoco es necesario cortar el tejido y prepararlo para
poder ser observado (microscopia Optica). Ademas la luz que se utiliza
tiene una baja potencia por lo que no provoca dafio al tejido.

Es posible realizarla in-vivo. Esto si se disefia una sonda capaz de
alcanzar el tejido de interés.

Las imagenes se pueden obtener “en tiempo real”. Esto es a diferencia
del caso de las imagenes tomadas con microscopio 6ptico donde se
tiene que realizar una preparacion previa de la muestra lo cual implica
mucho tiempo entre la toma de la misma y la obtencién de la imagen,
para OCT la imagen se obtiene en el mismo instante, (sin embargo si
se quiere obtener mayor informacion de la imagen OCT, se necesita

realizar un procesamiento posterior.



Uso del SR-OCT 930 en el estudio de lesiones en el cérvix.

Por las razones anteriores pensamos que la tomografia de coherencia optica
puede servir como una herramienta para diagnosticar lesiones en el cérvix en

etapas tempranas y de una forma mas rapida que con la metodologia actual.

Motivo por el cual se escribié el 24 de abril del afilo 2011 un protocolo de
investigacion clinica en colaboracion con el Centro de Estudios y Prevencion
del Cancer (CEPREC) para poder realizar un estudio piloto que nos permita
saber si el equipo con el que contamos puede servir para observar estos
tejidos o no. Algunos de los puntos importantes del protocolo son (el protocolo

completo se encuentra en el apéndice A):
Objetivo General

Evaluar preliminarmente la eficacia del tomdgrafo 6ptico Spectral Radar OCT
930 para la identificacion de patrones tipicos del tejido lesionado y normal del
tejido cervico-uterino mediante el analisis y procesamiento de las imagenes

tomograficas adquiridas.
Objetivos Particulares

1) Estudio de la correlacién existente entre las imagenes tomogréficas
(Imagenes OCT) adquiridas y las imagenes capturadas mediante un
microscopio 6ptico durante el estudio histopatol6gico de la muestra y/o
el informe del resultado histopatolégico de las biopsias tomadas a tales
lesiones.

2) Evaluar la validez de un algoritmo de determinacion de las propiedades
de esparcimiento de las muestras estudiadas con vista a usar estas

propiedades como discriminante diagndstico.

Como se puede observar el objetivo del protocolo es practicamente el mismo

gue el objetivo de la tesis.
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Nuestra hipétesis principal se basa en afirmar que la resolucién axial y lateral
del instrumento usado (Spectra Radar OCT 930) proporcionara imagenes OCT
que brinden huellas tipicas de los microvolumenes del tejido que se
identifiquen con el tejido sano, premaligno y canceroso. Esta hipotesis se
fundamenta en trabajos de otros autores [17, 18, 19], por lo que nuestra
investigacion estard en clara relacion con un conjunto de conocimientos
previos, parcialmente probados, y por lo tanto el trabajo contribuira a reforzar

ese conjunto de conocimientos”. Descripcion del equipo SR-OCT930

El equipo con el que se cuenta es, como se ha mencionado antes, el SR-OCT
930 de la marca Thorlabs ®. Este equipo es un OCT del tipo dominio espectral

y tiene las siguientes caracteristicas resumidas en la tabla 1:

Tabla 2.1. Resumen de las caracteristicas del equipo SR-OCT 930 de la marca Thorlabs.

Especificaciones Valor
Longitud de onda central (£5nm) 930 nm
Ancho de banda espectral (FWHM) (x5nm) 100 nm
Resolucién axial 6.2 um
Resolucién del espectrémetro 0.14 nm
Potencia Optica (tipica) 2mwW
Velocidad de imagen 8 cuadros/segundo
Profundidad de imagen (maxima) 1.6 mm
Ancho de la imagen (méaximo) 6.00mm (ajustable)
Rango dindmico de medicidn >90 dB
Longitud focal de la lente de muestra 20 mm
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Cintura del haz 9 um
Diametro de la lente 12.5 mm
Diametro del haz 5.5 mm

La fuente de iluminacién es un diodo superluminiscente. Los valores
mostrados arriba son proporcionados por el manual del equipo [20]. Si se
utiliza la ecuacion (1.11) para calcular la resolucion lateral del equipo, es

obtiene que esta es de AXx=4.3um por lo que se tiene un cuadro de

resolucién de 6.2 x 4.3 um con una profundidad maxima de 1.6 mm, sin
embargo esta profundidad depende del esparcimiento de la muestra por lo que
se espera sea menor. La figura 2.1 muestra el diagrama esquematico de este

equipo y la figura 2.2 muestra una fotografia del mismo.
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Figura 2. 1. Diagrama esquematico del equipo SR-OCT930, consta de un SLD como fuente
de iluminacion y un espectrometro como detector, ademas de una sonda de prueba que
contiene el espejo de referencia y la lente de muestra y un escéaner lo que permite obtener
imagenes bidimensionales, la luz retroesparcida e interferida es colectada por la fibra éptica y
enviada al espectrometro, donde la sefial es procesada por la computadora para generar la
imagen.

Espectrémetro

fuente luminosa

Sonda Manual
5] Computadora

Figura 2.2. Partes del equipo SR-OCT930 el equipo consta de una computadora, una fuente
de iluminacion, un espectrometro y la sonda manual.
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El equipo consta de una computadora, un espectrometro, una fuente de
iluminacion y una sonda manual, es en esta sonda donde se encuentra el
interferometro. La sonda tiene un tamafio de 115mm x 50mm x 50mm motivo
por el cual este equipo no nos permite realizar mediciones del tejido cervical
in-vivo sin hacerle modificaciones, por lo tanto se tuvo que realizar el estudio

sobre biopsias.

2.1. El cuello uterino o cérvix.

Es importante conocer las partes de las que se compone el tejido que estamos
estudiando, en este caso el cervix en la figura 2.3 se pueden observar las tres
partes que lo componen que son: el endocérvix su epitelio es cilindrico simple,
en la lamina propia se pueden ver glandulas; el exocérvix tiene un epitelio
escamoso estratificado y ausencia de glandulas en la lamina propia; y
finalmente una capa grande de musculo liso [21]. Segun MedlinePlus [22] la
mayoria de canceres provienen de las células escamosas. Por lo que nuestro
interés se centra en el exocérvix en la figura 2.4 se pueden observar las partes

de esta capa.

Figura 2.3. Partes del cuello uterino. El endocérvix (verde) mas cercano al Gtero, el epitelio de
revestimiento es cilindrico simple, en la lamina propia se pueden ver glandulas. El exocérvix
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(amarillo) cerca de la vagina, epitelio escamoso estratificado y ausencia de glandulas en la
lamina propia. En medio de ambas capas hay una capa de musculo liso (rojo). Imagen tomada
de [21]

Figura 2.4. Mucosa del exocérvix. a) Epitelio escamoso estratificado. b) Lamina propia sin
glandulas pero altamente vascularizado. ¢) Capa muscular. El tamafio del epitelio es de
aproximadamente 190um, el tamafio de la lamina propia es de aproximadamente 1690um.
Imagen tomada de [23].

Como se puede observar en la figura 2.4 existe una clara distincién entre el
epitelio y la lamina propia y es justo en esta interfaz donde se comienzan a

manifestar las lesiones de interés.

Por lo tanto cuando tomemos imagenes con el equipo deberia ser capaz de
distinguir estas dos capas y de no distinguirse podria indicarnos algun estadio

de enfermedad.

2.2. Datos proporcionados por el equipo SR-OCT930.
El equipo SR-OCT930 proporciona la siguiente informacion al momento de

guardar un archivo:

1) Un archivo con extension SRM. El cual tiene informaciéon de cémo fue
adquirida la imagen, es decir, la fecha y hora, el tamafo del escaneo

en la direccion x (entre 2 mm y 6 mm) asi como el nimero de lineas en
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el escaneo (entre 1000 y 2000) y finalmente el espaciamiento que hay
eneleje xyenelejez.

2) Un archivo con extension TXT. El cual contiene la matriz de datos de
la imagen OCT adquirida.

3) Un archivo con extensién BMP. Que es la imagen OCT adquirida

4) Un archivo con extension JPG. Que es la imagen capturada con la

camara CCD incorporada en la sonda de prueba.

El caso de la imagen JPG sirve para obtener una imagen superficial de la
muestra a la que se le esta obteniendo la imagen OCT, sin embargo tiene el
inconveniente de que la linea de escaneo no corresponde con la parte central
de la imagen. Por lo que se procedid a encontrar la posicion de esta linea de
escaneo (apéndice B) y mediante un programa dibujarla automaticamente en
cada una de las imagenes capturadas, ademas de dibujar un marcador de

tamafio de la imagen (Fig. 2.5).

Figura 2.5. a) Imagen original obtenida con la cAmara CCD. b) Imagen indicando la linea de
escaneo y un indicador de las dimensiones de la imagen, generado automaticamente por el
programa.

Lo anterior ayuda a conocer en que parte de la muestra se obtiene la imagen
OCT y por lo tanto saber si estamos escaneando en una zona que contenga

una lesién o no.

2.3. Toma de tejido ex-vivo.
Como se dijo anteriormente debido a las caracteristicas fisicas de la sonda no

es posible realizar el estudio in-vivo. Motivo por el cual fue necesario realizar
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el estudio ex-vivo del tejido cervico uterino. El proceso detallado a continuacion

fue realizado por la Dra. Selene Marcial del CEPREC.

Las muestras se extrajeron mediante Electrocirugia: Escision Electroquirugica
con Asa Diatermica (LEEP) [24].

Se utilizé: acido acético al 15 % para realizacion de la colposcopia, esto debido
a que si el tejido presenta lesiones se presenta un efecto conocido como
acetoblanco el cual cambia el esparcimiento del tejido y hace que la lesion se
vea como una mancha blanca [25] ver figura 2.6. Posterior a esto se administro
lugol, el cual es util para delimitar los margenes de la lesion y se anestesio la
zona cervical a tratar, con xilocaina al 1%, la cual se administra en torno a la
periferia de la lesion y la zona de transformacion, en posicion de 3, 6, 9y 12
segun las manecillas del reloj, con profundidad de 1-2 mm. Posterior a esto se
realiza el tratamiento como tal, introducimos el asa en el tejido 5 mm por fuera
del limite exterior de la lesién, asi como la misma distancia al término del tejido

a tratar.
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Quick Clinical Reference Chart for Visual Inspection with Acetic Acid (VIA)
VIA NEGAVE

No definite ite arca A itening of the mucus  Mucus plug
on columnar epithelium
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CANCER
SCJ: Squamocolumnar junction
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Figura 2.6. Diferentes formas de diagnosticar lesiones en el cérvix utilizando el efecto
acetoblanco en el tejido, cuando existe una lesidn se tienen bordes bien definidos. Imagen
tomada de [26]

Una vez extraida la muestra, se llevé al equipo SR-OCT930 para su medicion.
Las zonas sanas o con lesion fueron indicadas por la ginecoéloga. En este

proceso se tienen que tener las siguientes consideraciones:

a) La muestra puede estar en contacto con el aire durante maximo una
hora, posterior a este tiempo la pieza se debe introducir en formol (1/3)
para su estudio histopatolégico. Esto es para evitar dafios a las
estructuras internas del tejido que puedan alterar el resultado
histopatolégico habitual.

b) La sonda no debe tocar el tejido para evitar contaminacion del equipo.
El equipo SR-OCT930 cuenta con diferentes puntas para la sonda,
entre ellas una que se utiliza para obtener imagenes de la piel pues

ayuda a aplanarla y mantener el tejido en el mismo plano de enfoque
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[20], pero tiene el inconveniente que debe hacer contacto con la
muestra. Debido a que las muestras tienen sangre se opté no usar
ninguna punta de prueba y mediante una base con movimiento en el eje
z, enfocar la imagen. Ademas se utilizé una base x,y para obtener
diferentes planos de una misma muestra (Fig. 2.7a).

c) Las muestras tuvieron que ser marcadas para identificar el punto de
medicion. Esto se realizé mediante un hilo que nos indicaba la posicion

de la lesion en la muestra (Fig. 2.7b).

M;.lfstra,

!-«.

Sonda Manual

Base para colocar el tejido

R

Base movimiento z

Base movimiento xy

Figura 2.7. a) Configuracion del equipo para medir las muestras, consta de una base xy para
obtener imagenes en distintos planos, ademés de una base con movimiento z para enfocar la
imagen. b) Tejido de cérvix ex-vivo marcado utilizando un hilo.

Se tomaron mediciones para 8 voluntarias entre 22 y 56 afos, originarias de
la region de Juchitan Oaxaca y sus alrededores. Las mediciones se realizaron

durante una semana y se obtuvieron imagenes para tejido tanto fresco como
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después de haber estado inmersas en formol. Posteriormente las muestras
fueron llevadas para su estudio normal histopatol6gico. El diagnostico que se
obtuvo para todas las muestras después del estudio histopatoldgico fue de
infeccion por virus del papiloma humano (ver tablas 2.1 - 2.8) como se sabe el
cancer de cérvix se deriva de algunos tipos de virus de papiloma humano
(VPH) [27].

2.4. Resultados de imagenes obtenidas.

Las imagenes tienen un tamafio de 6 mm de ancho por 1.6 mm de profundidad
para cada plano de la imagen se ajusto la distancia de la sonda a la muestra
de modo que esta estuviera siempre enfocada. A continuacion mostramos
algunas de las imagenes obtenidas para cada una de las voluntarias. Las

imagenes se tomaron con 2000 A-scans a menos gue se indique lo contrario.

2.4.1. Voluntaria 1.

Tabla 2.1. Datos reporte histol6gico para la voluntaria 1.

Edad

28 afios

Dimensiones de la muestra

2x2x1lcm

Descripcién microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular no muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion por VPH, Cervicitis  cronica
inespecifica.

Para el caso de la voluntaria 1, puesto que se tomo desde el primer dia se
tienen imagenes del tejido fresco asi como después de haber sido introducido

en formol. A continuacion se muestran algunas de las imagenes obtenidas.
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Figura 2.8. Iméagenes de tejido cervical recién extraido. Arriba imagen obtenida con la cAmara
CCD, la zona blanca muestra la lesion. Abajo, imagen OCT se puede notar en la parte donde
esta la lesion invasion de una capa de tejido a otra. La imagen consta de 1000 A-scans.

Figura 2.9. Imagenes de tejido cervical, después de ser introducido dos dias en formol. Fila
superior imagenes CCD, fila inferior imagen OCT. La columna izquierda es la imagen para una
zona con lesién. La columna derecha corresponde a una parte sana. Se utilizé un hilo para
marcar la muestra.
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2.4.2. Voluntaria 2.

Tabla 2.2. Datos reporte histoldgico para la voluntaria 2.

Edad

22 afos

Dimensiones de la muestra

1.2x1x0.6cm

Descripcién microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular no muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion  por VPH, Cervicitis  cronica
inespecifica.

Al igual que con la voluntaria 1 se tienen imagenes del tejido fresco y después

de estar en formol:

glandulas

Figura 2.10. Tejido cervical fresco. Abajo imagen OCT donde se pueden observar lo que
parecen ser las estructuras de las glandulas como se observa en la figura 2.4. El tejido estaba
inflamado, y segun la inspeccion de la ginecéloga no habia lesion.
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Artefacto imagen espejo

Figura 2.11. Tejido cervical después de estar 5 dias en formol. Columna a) zona identificada
como lesién, no se pueden distinguir capas ni estructuras internas. Columna b) zona
identificada como sana, tampoco se pueden identificar capas. En la esquina superior de la
imagen OCT se puede observar el artefacto de las imagenes espejo.

2.4.3. Voluntaria 3.

Tabla 2.3. Datos reporte histoldgico para la voluntaria 3.

Edad

27 afos

Dimensiones de la muestra

14x1.2x1cm

Descripcién microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nudcleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular muestra sustitucién parcial por epitelio
plano estratificado.

Diagnostico

Infeccion por VPH, Cervicitis crénica con
metaplasia epidermoide.

A continuacion se muestran las imagenes frescas y en formol para esta

voluntaria.
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Figura 2.12. Tejido cervical fresco. Columna a) tejido identificado como lesionado. Columna
b) tejido identificado como sano, se puede distinguir una tenue franja en el borde que parece

ser el epitelio.

glandula o lesién

Figura 2.13. Tejido cervical después de estar dos dias en formol. Columna a) tejido
identificado como lesionado. Columna b) tejido identificado como sano, aun se puede
identificar una pequefia capa que parece ser el epitelio.

2.4.4. VVoluntaria 4.

Tabla 2.4. Datos reporte histoldgico para la voluntaria 4.

Edad

43 afios

Dimensiones de la muestra

1.2x1.2x1cm

Descripcién microscoépica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular no muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion  por  VPH, Cervicitis  cronica
inespecifica.

39



Capitulo 2:

En el caso de esta voluntaria se aplico tintura de yodo para limpiar la muestra,
esto ayudo a diferenciar mejor el tejido sano del que presentaba el efecto de

acetoblanqueamiento.

Figura 2.14. Tejido cervical fresco. a) Tejido identificado como lesionado, como se puede ver
en la imagen CCD se distinguen las zonas lesionadas por efecto del acetoblanqueamiento,
sin embargo en la zona sana se puede distinguir la capa del epitelio. b) Zona identificada como
sana, en este caso la distincion entre el epitelio y la lamina propia es evidente.

Figura 2.15. Tejido cervical después de estar 3 horas sumergido en formol. a) Zona
identificada como lesidon, aun se pueden distinguir las zonas afectadas por el
acetoblanqueamiento en la imagen CCD y se observa que corresponden a las zonas mas
intensas en la imagen OCT. b) Zona identificada como sana, se observa la distincién entre

epitelio y lamina propia.
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2.4.5. Voluntaria 5.

Tabla 2.5. Datos reporte histoldgico para la voluntaria 5.

Edad

23 afos

Dimensiones de la muestra

1.2x1.2x0.6cm

Descripcién microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular no muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion  por VPH, Cervicitis  cronica
inespecifica.

Para la voluntaria 5 se tienen las siguientes imagenes.

muestra
fuera de foco

Figura 2.16. Tejido cervical fresco. a) Zona identificada como lesionada, no se observa
distincién entre las capas del tejido, se muestra ademas el efecto de tener una imagen fuera
de foco en la imagen OCT. b) Zona identificada como sana, no se puede apreciar distincién

entre capas.

41



Capitulo 2:

lesion

Artefacto

Figura 2.17. Tejido cervical después de 5 horas en formol. a) Zona identificada como
lesionada, se observan zonas mas intensas. b) Zona identificada como sana, el tejido se
observa mas homogéneo pero no se nota distincion entre el epitelio y la lamina propia.

2.4.6. Voluntaria 6.

Tabla 2.6. Datos reporte histoldgico para la voluntaria 6.

Edad

23 afos

Dimensiones de la muestra

0.2x0.2x0.1cm

Descripcion microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. EI epitelio
glandular no muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion  por VPH, Cervicitis  crénica
inespecifica.

En el caso de esta voluntaria solo se conté con una biopsia a diferencia de las

demas voluntarias a las que se les realizo la extraccibn completa del cono

cervical, por lo tanto todo el tejido deberia contener solo lesion.
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Figura 2.18. a) Biopsia fresca, se puede observar que la imagen OCT del tejido es
homogénea. b) Biopsia después de cinco horas y media inmersa en formol, nétese que la
estructura externa cambia ligeramente y que la intensidad de la sefial aumenté debido al
formol.

2.4.7. Voluntaria 7.

Tabla 2.7. Datos reporte histologico para la voluntaria 7.

Edad 56 afios

Dimensiones de la muestra 1.2x1.2x0.6cm

Descripcién microscoépica Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario con formacion de
foliculos. El glandular es de caracteristicas
normales.

Diagnostico Infeccion por VPH, Cervicitis crénica folicular.
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Figura 2.19. a) Imagen de tejido cervical fresco, el recuadro muestra la ampliacion de la lesién,
b) zona marcada como sana se puede observar que existen algunas partes con ligera
distinciéon de epitelio y estroma pero otras completamente homogéneas.

Figura 2.20. Imagen del tejido después de estar cinco horas y media en Formol. a) Zona
marcada como lesién, se puede observar que las estructuras celulares siguen manteniéndose
semejantes al tejido fresco. b) Zona marcada como sana, nétese el aumento de intensidad en
la imagen después de estar sumergido en formol.

2.4.8. Voluntaria 8.

Tabla 2.8. Datos reporte histologico voluntaria 8.

Edad

26 afos

Dimensiones de la muestra

14x1.4x1cm

Descripcion microscopica

Epitelio plano estratificado que muestra células
con nucleo de forma irregular e hipercromatico
con halo perinuclear. En el estroma hay
abundante infiltrado linfocitario. El epitelio no
muestra alteraciones.

Diagnostico

Infeccion  por VPH, Cervicitis crénica
inespecifica.
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Para el caso de esta voluntaria, no se identificaron zonas como con lesion.

Figura 2.21. a) Tejido fresco de zona identificada como sana, sin embargo se observan zonas
con mayor intensidad y no se observa diferencia entre el epitelio y lamina propia. b) Tejido
después de cinco horas y media en formol.

2.5. Analisis de los resultados.

Se puede observar que el equipo SR-OCT930 es capaz de distinguir diferentes
estructuras. En algunos casos como en la figura 2.14 se tienen zonas de mayor
intensidad que corresponden directamente con la zona marcada con &cido
acético y que se sabe es una lesién. En casos como la figura 2.21a) no se
tiene en la superficie una clara vision de la lesion por el acido acético, sin
embargo la imagen OCT muestra zonas con mayor intensidad. Para ambos
casos el diagndstico fue el mismo una cervicitis crénica inespecifica causada
por VPH, por lo cual parece indicar que el sistema tiene mayor sensibilidad
gue la metodologia normal por lo tanto puede funcionar como una herramienta

de diagnostico.

Sin embargo existen algunos inconvenientes con el sistema que se tiene
actualmente, uno de ellos es el tiempo requerido para tomar las imagenes,
debido a que la sonda solo puede obtener imagenes bidimensionales tomar
imagenes de todo un volumen es muy tardado y es informacion que puede ser

atil.
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Otro de los problemas radica en la forma no homogénea de la muestra lo cal
provoca que esta tenga zonas tanto fuera como dentro de foco por ejemplo
en las figuras 2.16ay 2.20a) se tienen zonas con buena intensidad y resolucién
gue estan en foco pero otras con mucha menor intensidad y resolucion, esto
se debe a lo expuesto en el capitulo 1. Relacionado con lo anterior se tiene
también que si se quiere enfocar estas zonas fuera de foco (acercando la
muestra a la sonda) entonces las partes mas elevadas de la muestra
comienzan a presentar el artefacto debido a las imagenes espejo (ver capitulo
1 seccién 1.1.3) como se puede observar en las figuras 2.11b) y 2.17a). En el
capitulo 4 se hablara de una propuesta para solucionar este problema.

Ademas de lo anterior como se puede observar en la figura 2.18 el formol
ademas de deshidratar el tejido y por tanto cambiar un poco su morfologia
externa, también cambia la intensidad de la sefial OCT, ademéas se debe
recordar que los tejidos antes de ser extraidos se les aplico &cido acético con
una concentracion al 15% para marcar las lesiones, por lo que se necesita
estudiar el efecto tanto del acido acético como del formol en la sefiales OCT.

Esto se vera con mayor detalle en el proximo capitulo.
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Capitulo 3: Andlisis de imagenes y sefiales OCT

En este capitulo se presenta una comparacion de imagenes tomadas con el
equipo OCT y un microscopio 6ptico a muestras de modelos biolégicos asi
como uno hecho de resina epoxi, demostrdndose que imagenes tomadas con
un objetivo 4x son similares a las obtenidas con el equipo OCT. Ademas se
presenta el analisis de la influencia del acido acético y el formol en las sefales

OCT, obteniéndose que ambos liquidos aumentan la intensidad de la sefal.

En el capitulo anterior se mostraron los resultados de las imagenes obtenidas
de biopsias de tejido cervicouterino en donde se pudo observar algunas de sus

estructuras y diferencias entre tejido sano y con lesiones.

Ademas se identificaron algunos problemas, entre ellos, el efecto de las
imagenes espejo que surge por tener que enfocar una zona de interés dejando
partes de la muestra mas alla de la linea cero de diferencias de caminos

opticos, (en el capitulo 4 se hablara mas al respecto de esto).

Debido a que el acido acético se aplica de forma rutinaria en la colposcopia
para poder identificar las lesiones en el cérvix, es necesario investigar la
influencia de este liquido en las imagenes OCT, ademéas como las muestras
en algunos casos son conservadas en formol previo a su estudio
histopatoldgico también es necesario analizar la influencia de este liquido en
las sefiales OCT. Los resultados de esta investigacion fueron presentados en
el Doceavo Simposio Mexicano de Fisica Médica 2012 [28].

3.1 Influencia del a&cido acético y formol

Se observé cualitativamente en el capitulo anterior que el formol y el acido
acético producen un aumento en la sefial OCT. Para analizar la influencia de
estos liquidos en las imagenes se realizd una serie de experimentos utilizando

un modelo animal, especificamente se utiliz6 higado (debido a que estos
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producen una sefial homogénea al verse en el equipo OCT) y coraz6n de pollo
(porque al verse en OCT se observan mdltiples estructuras). Como se dijo
anteriormente lo que se queria investigar era la influencia del acido acético que
produce el efecto de aceto-blanqueamiento el cual produce que el tejido se
ponga blanco e indica un aumento de la proteina celular y la densidad celular,
también estudiamos el efecto del formol en los tejidos, esto debido a su efecto

fijador de las estructuras.
3.1.1. Materiales y métodos

Para el experimento se utilizaron 20 muestras de higado y 20 muestras de
corazén de pollo (ver figura 3.1). Las muestras se obtuvieron frescas de una
polleria local después de que los pollos fueron sacrificados no permitiendo que
pasaran mas de 20 minutos entre el sacrificio del animal y el comienzo de las
mediciones. Se tomaron seis imagenes OCT a cada muestra, la primera se
tomo sin agregar ningun liquido a la muestra, y posteriormente se agregd una
gota de acido acético al 5% a la mitad de las muestras y al 15% a la otra mitad,
posteriormente se tomd una imagen cada minuto por seis minutos sin moverla
de su posicién en la sonda. Al finalizar los seis minutos la muestra se sumergio
en formol diluido a 1/3 y se tomaron imagenes en la misma zona por una
semana, esto con el fin de observar los cambios estructurales sufridos por la

muestra en el transcurso del tiempo.

La adquisiciéon de las imagenes de realizo con el mismo equipo OCT descrito

en el capitulo 2.
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Figura 3. 1. Fila superior higado de pollo, fila inferior corazén de pollo. De izquierda a derecha
tejido fresco, después de aplicado el &cido acético y después de inmerso en formol
respectivamente para ambas filas. Las cintas se utilizaron para identificar la zona que se midio.

Se selecciond una region de interés (ROI) con un ancho de 50 pixeles. Se
selecciond una zona de la imagen tal que fuera homogénea y se realiz6 un
promedio de las sefiales A-scan de esa region (figura 3.2) esto con el fin de
disminuir el ruido. El proceso se repitié para cada una de las imagenes.

Posteriormente se promediaron todas las sefiales del mismo tipo, por ejemplo,
todas las imagenes de higado de pollo fresco, todas la imagenes de higado de

pollo después de pasado un minuto de aplicar acido acético, etc.

o4

e

Figura 3. 2. El recuadro azul muestra la ROI tomada, se promediaron todas las A-line dentro
del recuadro, la gréfica resultante esta indicada por la flecha azul. La linea roja indica la sefial
para un solo A-line.
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3.1.2. Resultados

En lafigura 3.3 se puede observar la sefial promedio de las sefiales para todas
las muestras de cada tejido estado este “fresco”, es decir recién extraido y

previo a la aplicacion del acido acético.

T T
s Chicken liver
70 == === Chicken heart

Intensity A.U.
a 3

a
=]

065 i 15
Depth [mm]

Figura 3. 3. Sefiales promedio para las muestras de higado (linea negra) y corazén (linea
azul). Para el tejido fresco previo a la aplicacién del acido acético.

En la figura 3.4 se resumen los resultados del efecto del &cido acético para
ambos tejidos.
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a Change in the signal intensity in Chicken liver with b Change in the signal intensity in Chicken liver with
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Figura 3. 4. a) y b) Sefiales promedio OCT para higado de pollo con concentraciones de 5%
y 15% de acido acético respectivamente para el tejido previo a la aplicacién de &cido acético
(linea negra), 1 minuto después de la aplicacién (linea roja) y 5 minutos después (linea roja).
Las gréficas c) y d) corresponden al corazén de pollo respectivamente.

En la figura 3.5 se muestran los resultados de las sefiales para el higado y el

corazon de pollo después de ser puestos en formol por una semana.

a ' ' =—Chicken liver Frash b ' ' =—Chicken hean Frash
{*‘I — Chicken liver Day 1 ™ — Chicken heart Day 1
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Figura 3. 5. Sefiales promedio OCT para: a) higado de pollo para antes de estar inmerso en

formol (linea negra), un dia después (linea azul) y siete dias después de ser inmerso en formol
(linea roja). b) Gréficas correspondientes para el corazén de pollo.
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La figura 3.6 muestra algunos ejemplos de cdmo se observan las imagenes

OCT al aplicarse el acido acético.

Blood Vessel

Blood Vessel

Figura 3. 6. Imdgenes OCT para higado (columna izquierda) y corazon de pollo (columna
derecha) fresco (a) y (b), un minuto después de la aplicacion de acido acético al 15% (c) y (d)
y cinco minutos después de la aplicacién (e) y (f). N6tese como con el paso del tiempo se
obtiene un incremento en la sefial a mayor profundidad.

Finalmente la figura 3.7 muestra las imagenes OCT obtenidas para diversos

dias en que el corazén de pollo fue sumergido en formol.

Figura 3. 7. Imadgenes OCT para corazén de pollo (a) antes de aplicar acido acético y formol,
(b) después de estar un dia sumergido en formol, (c) dos dias después y (d) seis dias después.

3.1.3. Discusién de resultados y conclusiones.

Como se pudo observar tanto de las sefiales como de las imagenes OCT al
aplicarse el acido acético este aumenta la intensidad de la sefial y se observa
como va penetrando en el tejido con el paso del tiempo, un resultado
importante es el hecho de que no existe una diferencia notable entre aplicar el

acido acético al 5% o al 15%, lo cual indica que no es necesario aplicar la
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concentracion mas elevada en la colposcopia tipica. El hecho de que este
liguido se aplique de forma usual en una colposcopia significa que para las
imagenes OCT puede servir como un agente de contraste que nos permita

visualizar con mayor precision alguna lesion.

En el caso del formol se observé que este incrementa la sefial ain méas que el
acido acético, sin embargo esta intensidad se mantiene constante con el paso
del tiempo, como se puede observar en la figura 3.5. También se puede
observar que las estructuras del tejido se mantienen constantes con el paso
del tiempo, como se puede apreciar en la figura 3.7, esto indica que el formol
nos permite tomar mediciones de algun tejido en diferentes dias sin obtener
diferencias notables en su estructura. En el caso de la figura 3.7 el hecho de
gue las estructuras no sean exactamente las mismas se puede deber a que
obtener la misma linea de escaneo con el equipo actual es complicado, pues
un pequefio giro en la linea de escaneo cambia la parte del tejido que se esta
midiendo. Sin embargo las estructuras son muy similares lo que indica que el

plano es casi el mismo.

3.2 Andlisis de las imagenes OCT y su comparacion con un microscopio
optico.

Otro aspecto importante en el estudio realizado es la comparacion de las
imagenes OCT con las imagenes obtenidas utilizando un microscopio 6ptico
para ello realizamos un estudio comparativo utilizando diversos modelos, tanto
biolégicos como sintéticos. Los resultados de este trabajo se presentaron en
la International Commission for Optics (ICO 22) [29].

3.2.1. Software para la visualizacion y analisis de imagenes OCT.

Uno de los primeros problemas con los que nos topamos al realizar este
estudio fue el hecho de que las imagenes mostradas en pantalla y las
guardadas por el equipo SR-OCT 930 no son propiamente las mismas, como

puede observarse en la figura 3.8. Esta diferencia es provocada por el hecho
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de que el ancho de la imagen es la misma sin importar si el area de escaneo
es de 2 0 6 mm de ancho y que en el software propio del equipo el tamafio de
la ventana donde se despliegan las imagenes es siempre la misma. Esto
provoca una deformacion en las estructuras de las imagenes como puede

verse en las dos primeras filas de la figura 3.8.

4 mm

Figura 3. 8. Imagenes OCT de un limoén utilizado como patrén, tomadas en la misma posicion
y aumentando el rango de escaneo lateral para 2 mm (primera columna), 4 mm (segunda
columna) y 6 mm (Ultima columna). En la primera fila se tienen capturas de pantalla del
software de adquisicion del equipo, la segunda fila son las imagenes guardadas por el equipo,
la tercera columna corresponde a las imagenes corregidas por el software creado.

Motivo por el cual se cred un software capaz de leer las imagenes y
desplegarlas adecuadamente como se muestra en la tercera fila de la figura
3.8. Para poder hacer esto el programa lee el archivo SRC que se genera al
guardar una imagen OCT y el cual contiene la informacion del tamafio de
escaneo Y la resolucion lateral, con esta informacion se escala la imagen para

ser desplegada correctamente.

El software desarrollado tiene una interfaz grafica como se puede observar en
la figura 3.9. Ademas cargar y desplegar las imagenes consta de las siguientes

funciones:

1. Obtener la intensidad y coordenadas de un pixel de interés, ademas de

poder realizar acercamientos a la imagen (zoom).
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2. Obtencion de bordes mediante los métodos de: Sobel, Prewitt, Roberts,
Laplaciano, Zero-cross y Canny.

3. Medicion de longitudes tanto en la direccion x como en y de forma
interactiva.

4. Grafica de un A-line escogido en la imagen asi como una gréfica de la
intensidad de forma transversal.

5. Reduccion del ruido.

a) Mediante el método de promediar multiples imagenes.

b) Mediante el uso del filtro Savitzky-Golay.

5 ey b) -
o) = | )
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Figura 3. 9. Capturas del programa de andlisis de imdgenes OCT. a) Imagen normal, b)
Imagen a la que se le aplico el método de Prewitt, c) medicién de tamafios en las estructuras
y despliegue de las gréaficas A-line y transversal, d) proceso del calculo del promedio de las
imagenes.

3.2.2. Comparacion imagenes OCT con un microscopio optico.

Debido a que se quiere comparar las imagenes que se obtienen con un
microscopio optico con las obtenidas mediante la OCT, se realizo un estudio
comparativo entre el equipo SR-OCT930 y el microscopio 6ptico BX51 de la
marca Olympus (figura 3.10), el microscopio se utilizé6 en modo de reflexién.
Se utilizé un objetivo 4x para tener un campo de vision de 2.1 mm, la resolucion
utilizando este objetivo es de 2.1 uym. Para obtener imagenes OCT parecidas

se utilizé un ancho de escaneo de 2.5 mm
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Para realizar la comparacion entre ambos equipos se utilizaron diversos
modelos. Se utiliz6 un modelo sintético hecho de resina epoxi con las

siguientes dimensiones: ancho 0.8 mm, largo 0.4 mm y el grosor de 0.7 mm.

Camera Olympus
a ) b) Black Box ByX 21
— Electrical Contacts Transmitted
Focusing . and
Telescope Reflected Light
A W Microscope
ontor Equipped
For
Epi-Fluorescence
st‘,?:';, Illumination

Projection Cooling Episcopic
Eyeplece Vents Laﬂ\ph‘xn

Trinocular

Head
Vertical  Shutter
——Prisms IIIumimtor

Transformer

Figura 3. 10. a) Imagen del microscopio BX51 de Olympus. b) Corte transversal del
microscopio, el cual puede funcionar con iluminacion transmitida o reflejada. En nuestro caso
se utilizé la iluminacion reflejada.

Se le agregaron cuatro puntillas de lapiz, dos de 0.5 mm de didmetro, una de
1 mm y otra de 0.7 mm, estas puntillas funcionan como centros de
esparcimiento. Se tomaron dos regiones de interés (ROI). La ROI 1 contiene
una punta de lapiz de 0.5 mm de color azul y una punta de grafito de 1 mm. La
ROI 2 consta de dos grafitos uno de 0.5 mm y otro de 0.7 mm. Véase la figura
3.11. El propédsito de este modelo es tener distancias y estructuras bien

conocidas y de esta manera proceder a realizar comparaciones cuantitativas.

También se utilizaron dos muestras biologicas las cuales fueron: Una cascara

de limon seca cuyas dimensiones eran: largo 8.4 mm, ancho 3.66 mm, grosor
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0.4 mm y una ufia que tenia las dimensiones largo = 10.26 mm, ancho 2.16
mm y grosor de 0.4 mm. A la cascara de limon y a la ufia se le hicieron dos
cortes separados por 2 mm esto con el propdsito de definir una ROI. Las dos

muestras biolégicas se pueden observar en la figura 3.11.

Es importante tener bien definidas las ROI para poder realizar una buena
comparacion entre las imagenes OCT y microscopio por lo que mediante una
montura micrométrica se controlo la posicion de las muestras de modo que se

tuvieran los mismos planos de interés con el microscopio optico.

Figura 3. 11. Modelos utilizados. a) Modelo hecho con resina epoxi, se marcan las dos
regiones de interés encerradas con un circulo. b) Cascara de limén. ¢) Ufa. Las ROI
estudiadas estdn marcadas entre circulos.

Se midieron las dimensiones de diversos puntos de interés utilizando el
software descrito. Para medir las imagenes microscopicas se utilizé el software

proporcionado por el fabricante.

3.2.3 Resultados.

a) Imagenes del modelo de resina epoxi.

La figura 3.12 a) muestra la imagen obtenida de la ROI 1 utilizando el
microscopio, los puntos A y B son los puntos donde se coloco la sonda OCT.
La figura 3.12 b) muestra la imagen OCT de esta misma ROI para el punto A
el cual contiene a la punta de color azul, La figura 3.12 c) corresponde al punto
B que contiene al grafito de 1 mm. La tabla 3.1 contiene un resumen de las

distancias medidas utilizando ambos aparatos.
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903.86 pm

Figura 3. 12. a) Imagen de microscopio optico del modelo de epoxi para la ROI 1, las flechas
muestran donde se coloc6 la sonda OCT. b) Correspondiente imagen OCT para el punto A. c)
Imagen OCT para el punto B.

Tabla 3. 1. Distancias medidas para el modelo de epoxi para la ROI 1.

Punto de | Microscopio | OCT | Diferencia | Microscopio | OCT | Diferencia
medicién 6ptico (A) (A) [mm] Optico (B) (B) [mm]
[bm] [bm] [bm] [um]
Distancia
62.6 210.
del borde a 59.30 9 3.39 156.78 67 53.89
la puntilla
Ancho de la 537. 609.
_ 566.31 28.65 903.86 294.28
puntilla 66 86

La figura 3.13 a) muestra la imagen de microscopio para la ROI 2. La figura
3.13 b) corresponde a la imagen OCT. La tabla 3.1 contiene un resumen de

las distancias medidas utilizando ambos aparatos.
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Figura 3. 13. a) Imagen de microscopio Optico para la ROI 2, la flecha muestra donde se
coloco la sonda OCT. b) Imagen OCT, la puntilla de 0.5 mm no puede verse.

Tabla 3. 2. Distancias medidas para el modelo de epoxi para la ROI 2.

Punto de medicion | Microscopio éptico OCT [um] Diferencia [pm]

[pm]

Distancia del borde a
138.65 186.0 47.35
la puntilla de 0.7 mm

Ancho de la puntilla
697.35 689.5 7.85
de 0.7 mm

b) Imagenes tejidos bioldgicos.

Las figuras 3.14 a) y b) corresponden a las imagenes para el microscopio y
OCT respectivamente de la cascara de limén seco. La imagen se obtuvo entre
los dos cortes que se le hicieron para localizar la misma ROI (rectangulo rojo).
Los puntos A y B muestran los puntos de interés los cuales se midieron,
obteniéndose para A un ancho de W, = 340.48 um para el microscopio y de
Woer = 312.42 um utilizando el OCT. Para B se obtuvo W, = 470 umy Wycr =
440.51 um para el microscopio y OCT respectivamente. Las figuras 3.14 c) y
d) muestran las imagenes para la ufia tomadas con el microscopio y el oct

respectivamente, los puntos A, B, C y D fueron cortes que se hicieron para
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definir la ROI cuyas profundidades son: A,, = 354.08 um, Apcr = 392.56 um,
B,, = 335.41 umy By = 377.15 um. Las distancias entre los puntos B y C fue
de BC,, = 711.12 um 'y BCocr = 745.15 um.

Figura 3. 14. a) y b) imagenes de la cascara de limon obtenidas con el microscopio y con la
OCT respectivamente. c¢) y d) imagenes de la ufia obtenidas con el microscopio y con la OCT
respectivamente.

3.2.4. Andlisis de resultados y conclusiones.

El equipo SR-OCT930 es un equipo para diferentes aplicaciones, por lo que el
software proporcionado por el fabricante es general. Ademas como se pudo
observar las imagenes tanto desplegadas en pantalla como las que guarda el
software no estan bien escaladas. Por lo cual es necesario hacer un programa
propio para la aplicacion que se necesite y que corrija el escalamiento de la
imagen. Como se mostré el programa hecho corrige efectivamente este
problema de escalamiento, ademas de que puede realizar diversas tareas de
procesado de imagenes que el software del fabricante no incluye. El programa
ademas puede ser modificado para agregarsele mas algoritmos de procesado

de imagenes.
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También mostramos la comparacion entre la microscopia optica y la OCT y se
puede observar que cuando el microscopio y el OCT tienen campos de vision
parecidas las estructuras observadas son muy parecidas. En especifico con
una amplificacion de 4x. Las diferencias de las distancias medidas son
pequefias, para el caso de la diferencia mas alta del ancho de la puntilla que
es de un 32% en realidad la diferencia radica en que con la OCT no se alcanza

a observar todo el diametro de la puntilla.

En resumen con el programa realizado se puede analizar de una mejor forma
las imagenes obtenidas con el equipo, ademas de que cuando se quiera
analizar las diferencias histolégicas entre la OCT y el microscopio 6ptico
sabemos que imagenes de microscopio Optico amplificadas 4x producen

imagenes muy similares.
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Capitulo 4: Incremento de la profundidad de foco para un
sistema OCT.

En este capitulo se presenta un método para disefiar lentes asféricas que
incrementan la profundidad de foco, el cual puede ser utilizado para disefiar
una lente objetivo que arregle uno de los problemas mas importantes de la
tomografia Optica coherente. Se presenta el ejemplo de un lente plano convexo
simple y de un doblete acroméatico que aumentan la profundidad de foco de

forma importante.

Como se vio en los capitulos previos existen diversos puntos a tomar en cuenta
cuando se utiliza la OCT para obtener imagenes, como se menciond
previamente la resolucion axial depende de las caracteristicas de la fuente en
especifico del ancho de banda de esta. Por lo tanto para obtener una
resolucibn mayor es necesario cambiar el tipo de fuente, ademas de tener
también un detector adecuado para poder resolver las altas frecuencias que
ocurren cada vez a mayor profundidad, evidentemente ademas de los costos
que implica adquirir este tipo de fuentes y detectores, Opticamente también
comienzan a aparecer diferentes problemas por ejemplo la aberracién
cromatica comienza cada vez a ser mas importante, ademas de que también

ocurren problemas de dispersion [8].

Por otra parte en el caso de la resolucion lateral esta consiste en la calidad
con la que se puede enfocar el haz de iluminacién en la muestra, por lo que se
tienen que tener en cuenta que la Optica de la lente de enfoque tenga las
menores aberraciones posibles, y debido a que se utilizan ancho de banda
grandes se necesita que corrija la aberraciéon cromatica y que la mancha no
varié su forma en todo el rango de escaneo (por ejemplo para el SR-OCT930
seria para un maximo de 6 mm es decir campos de £ 3 mm. Sin embargo uno

de los mayores problemas que se tienen es la relacion entre la profundidad de
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foco (PDF) y la resolucion como se menciond en el capitulo 1 puesto que este
problema no se puede corregir de forma tradicional, por ejemplo, cuando se
tiene un sistema como un microscopio la resolucion puede ser muy alta lo cual
implica que la PDF sea muy pequefia, como se observa de la ecuacion (4.1),
para ese caso lo que puede hacer es tomar pequeias rebanadas del tejido y
mediante un cubreobjetos mantenerlo lo mas plano posible, es decir la lente
se disefa para producir una buena calidad de imagen solo para el plano focal

y todo lo que este fuera de este aparecera borroso (figura 4.1).

81f?2
PDF = 4.1
7[D2 ( )
Maximo disco de minima
/7 confusion aceptable
/ Plano focal
fll T ,W
|
'|
I". - — ‘
ll __..---""_-_-- - --h_h_h_hh_
\ __ff,,f-""""'_“ —>| ' |<—
\\_, Profundidad de foco

Figura 4. 1. Esqguema que muestra la PDF todo lo que este fuera del volumen limitado por la
PDF, aparecera cada vez mas borroso.

En el caso de la OCT el funcionamiento es diferente puesto que se obtiene
informacion al mismo tiempo de multiples profundidades, por lo que si se
aumenta mucho la resolucion entonces degradara la calidad de las imagenes
a mayor profundidad, aun si tenemos una cadmara y una fuente adecuados
para obtener una buena imagen en ese plano. Por ejemplo en la figura 4.2 se
muestran imagenes OCT de una hoja de manzano la cual se mantuvo a la
misma distancia y se modificé la distancia de la lente de enfoque de la sonda
de prueba a la muestra. Se puede observar que la imagen pierde intensidad y
resolucion al cambiar la posicion del enfoque en la muestra lo demuestra el

efecto de la profundidad de foco en las imagenes OCT.
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Figura 4. 2. Imagenes OCT para una hoja de manzano colocando el foco comenzando por a)
la superficie de la muestra y moviéndolo dentro de la muestra b) a d).

Existen multiples métodos que intentan resolver este problema uno de ellos
por ejemplo consiste obtener imagenes donde diferentes profundidades de la
muestra queden en el plano focal y al finalizar, computacionalmente combinar
todas las imagenes [30]. Por ejemplo en las figura 4.3 a) a la d) se tienen
imagenes OCT tomadas de tejido cervicouterino en el mismo punto pero
cambiando la distancia a la sonda, como se puede observar la imagen solo
esta enfocada en ciertas areas y el resto esta fuera de foco, al cambiar la
distancia de la muestra a la sonda, las partes fuera de foco ahora se enfocan
sin embargo las partes que quedan arriba del plano de enfoque comienzan a
sufrir el artefacto de la imagen espejo. La figura 4.3 €) es una imagen obtenida
de combinar las imagenes anteriores tomando solo en cuenta las partes
enfocadas. Sin embargo el problema de esta aproximacién es que se requiere
de un mayor tiempo para adquirir las imagenes y procesarlas, motivo por el
cual no es apropiado para obtener imagenes in-vivo 0 en las que se quiera

obtener mediciones de flujos, etc.
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Figura 4. 3. a) a d) Imagenes tomadas de tejido cervicouterino a diferentes distancias entre la
sonda y la muestra, €) combinacién de las imagenes anteriores para crear una imagen
enfocada en un mayor rango.

Otra aproximacion consiste en utilizar algoritmos computacionales que corrijan
el desenfoque [31] sin embargo esto requiere un alto costo computacional. En
una aproximacion diferente a la solucion del problema, también se han
utilizado elementos refractivos como un axicon para generar haces cuasi-
adifraccionales (haces Bessel en un rango finito) [32, 33] . Una aproximacion
parecida a la anterior es utilizar un modulador espacial de luz (SLM por sus
siglas en inglés) para generar haces con PDF grande [34, 35]. Sin embargo
para ambos casos este tipo de elementos son costosos y no tan sencillos de

implementar en un sistema optico.

4.1 Método para aumentar la profundidad de foco con superficies
asféricas.

Nosotros presentamos una nueva aproximacion para resolver el problema [36],
nuestra solucion se parece al método D-d de Conrady para corregir la
aberracién cromatica axial de una lente [37], donde se hace cero la diferencia
entre el camino Optico entre los rayos paraxiales y los rayos marginales con
eso se calcula el radio de la udltima superficie que corrija la aberracion
cromatica. Sin embargo el método que proponemos en realidad esta basado
en trabajos previos de Vazquez y colaboradores [38, 39] donde se calcula la
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diferencia entre el rayo paraxial y marginal a una cierta altura, para corregir la
aberracion esférica calculando coeficientes de asfericidad en la Ultima

superficie.

En nuestro método en cambio los coeficientes de asfericidad de la ultima
superficie se calculan para encontrar un rango a lo largo del eje z donde el
tamafio del haz de luz y su radiancia sean relativamente estables. Para
calcular los coeficientes de asfericidad de la ultima superficie consideraremos
que la superficie asférica tiene simetria rotacional, se utilizara el plano
meridional para definir a la superficie y utilizaremos un rayo con una altura
especifica y, en la pupila de entrada. La sagita de la superficie asférica

Zasferica(alture) €N la Ultima superficie se expresa como:

4
Zasferico(altura) = esferico(altura) +a1(yk(altura)) +

6 . (4.2)
a2 (yk(altura)) +..+ a-n ( yk(altura))

donde ay, ., son los coeficientes de asfericidad, zesferico(aitura) €S 1 Sagita

de la superficie esférica en la ultima superficie y y, es la altura del rayo en la
ultima superficie, los dos ultimos se calculan utilizando trazo de rayos exacto.
Podemos calcular rayos para diferentes alturas en la pupila de entrada para
calcular mas de un coeficiente de asfericidad, por ejemplo utilizando cinco
rayos en la ecuacion (4.2) entonces obtendremos cinco coeficientes. Cuando
se tienen varios coeficientes es mas apropiado expresar la ecuacion (4.2) en

forma matricial:

G bu b21 b31 b41 bnl q
G, b12 bzz b32 b42 bn 2 || &
C; _ bl3 b23 b33 b43 o bn3 ds ( 4. 3)
C, b14 b24 b34 b44 e bn 4| Qa
_Cn_ _bln b2n b3n b4n bnn_ _an_
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donde C1,2,3,...,n son la diferencia Zasférica(altura) - Zesférica(altura)’ b11,12,13,...,nn
son las coordenadas del rayo en la Ultima superficie elevado a la cuarta, sexta,

octava, etc., potencia.

D, y, S,
S I D,

o

o

,,,,,,,,

,,,,,,,,

cada una de las superficies.

Como se mencion6 antes las coordenadas del rayo antes de la Ultima
superficie son calculadas mediante el trazo de rayos exacto [40]. Las

coordenadas en la ultima superficie son:

Vi = Yia + DMy (4-4)

Zaerico = Zk = Zk1 — Oy + DNy (4.5)
2

Zesferico = A (46)

1+1-C2y}

donde y,_; Y z,_; Son las coordenadas en la penultima superficie, My _; y N4
son los cosenos directores del rayo en la misma superficie, C, es la curvatura
en la dltima superficie y d,_; es la distancia a lo largo del eje Optico entre la

ultima y penultima superficie (ver figura 4.4). El parametro D, es la distancia a
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lo largo del camino del rayo a una distancia deseada d; en el eje optico y se

calcula como sigue:

Dk = \/( Yeaa t Mk—le—l)z +(dk -4, t dk—l - Nk—le—l)z (47)

Al igualar el camino Optico del rayo paraxial y marginal de la figura (4.3) se

tiene:
oD, +n,D, +...+n_,D,, +n.D, =n,d, +nd, +...+n, ,d, , +n.d, (4.8)

Sustituyendo la ecuacion (4.7) en la ecuacion (4.8) obtenemos la siguiente

ecuacion cuadratica para Dy, _;.
AD?, +BD, ,+C =0 (4.9)

Si el objeto esta en infinito A, By C se calculan como:

A=n?-n?, (4.10)
B:2_nk2yk-1Mk-1_ank_1(dk _Zk—1+dk—1)+ :| (4 11)
_nk—l(nldl +..+ nk—ldk—l + nkdk - n1D1 T nk—ZDk—Z - noz1)
C — _nlfylf—l + nlf (dk - Zk—l + dk—l)2 :l (4 12)
| -(nd, +...+n_d_, +nd, —nD,—-..—n_,D, , —nz,)*

Con esto se calculan las coordenadas en la ultima superficie y el sistema de
ecuaciones (4.3) se resuelve para obtener los coeficientes de asfericidad

contenidos en el vector a.

Para generar haces que tengan una mayor PDF, en lugar de igualar el camino
optico del borde y los rayos zonales con el rayo paraxial, los rayos se dirigen
a distintos puntos en el eje 6ptico utilizando distintas secciones de la lente. Por
ejemplo la figura 4.5 muestra el diagrama para una lente iluminada con luz
colimada. En la figura 4.5 a), la lente tiene dos puntos focales debido a la

aberracion esférica, para esta lente los rayos del borde enfocan antes de la
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longitud focal posterior (LFP). En la figura 4.5 b) la superficie asférica tiene
también dos puntos focales, pero en este caso los rayos del borde son

enviados a una distancia deseada d; de la LFP.

a) FP1FP2

b) o FP1FP2

S o

Figura 4. 5. Diagrama de Zemax para una lente plana convexa, a) lente esférica, b) lente
asférica. Ambas lentes fueron iluminadas con luz colimada.

Los puntos focales se escogen utilizando diferentes distancias d; para
diferentes rayos zonales de la lente. Las distancias deben ser escogidos de
modo que se obtenga un volumen con un tamafo de la mancha igual sea
generado a lo largo del eje dptico. Para tener un numero f parecido para por
ejemplo dos puntos focales los rayos del borde deben enfocar después de la
LFP para producir la zona donde el tamafio de la mancha de luz y su intensidad

permanezcan practicamente constantes.

4.2 Lente plano-convexa con profundidad de foco extendida.

Como un ejemplo sencillo del método presentamos una lente plana convexa,
los parametros Opticos para esta lente estan resumidos en la tabla 1. La lente
fue simulada en Zemax, la superficie curva es una superficie esférica y la
superficie plana se convirti6 en la superficie asférica. Los parametros de

simulacion fueron los siguientes: longitud de onda central de A =587.56 nm,

pupila de entrada de diametro de 25.4 mm y distancia focal efectiva de 50 mm.

Se utilizé una altura y, =12.70 mmy la distancia d, =51 mm se utilizd para

calcular el coeficiente de asfericidad cuyo valor fue a, =8.1154x10° mm=. A
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modo de visualizar la propagacion del haz, se calcul6 la funcién de punto
extendido de Huygens (HPSF) a diferentes distancias para el caso en que la

lente era esférica y cuando es asférica.

En las figuras 4.6 d) y 4.6 f) la HPSF se mantiene parecida tanto en forma
como en intensidad relativa. La distancia entre estos dos puntos es de un
milimetro. La forma de la PSF es similar a la de un haz Bessel de orden cero
donde se tiene una mancha central intensa rodeada por anillos de menor
intensidad. Las figuras 4.7 a) y 4.7 b) muestran la seccion transversal de la
HPSF para las distancias 0.7 mm y 2 mm, respectivamente después de la
distancia focal posterior. La figura 4.7 ¢) muestra los cambios de la mitad del
ancho de intensidad (FHWM) y la intensidad relativa en los rangos de 0.6 a 2.1
mm después de la distancia focal posterior. Para este rango el promedio de la
FHWM fue de 1.05+031um Yy la radiancia promedio fue de
8.24x107° +2.79x10° W/mm?. El disco de Airy para esta lente es de 1.458 um
por lo tanto como el FHWM es menor al tamafio del disco de Airy podemos
considerar que el tamafo de la mancha es la misma en el mismo rango y la
PDF =1.5 mm. Para la lente esférica la intensidad relativa maxima fue de
1x10° W/mm? y la PDF calculada utilizando la ecuacién (4.1) fue de

PDF =5.8 um lo cual significa que la PDF se incrementé en casi 260 veces.

Tabla 4. 1. Pardmetros de la lente plano-convexa.

Radio s Constante
o Grosor | Semididmetro ]
Superficie Material | Altura
[mm] [mm] [mm] [mm—3]
Objeto Infinito Aire 12.70
1 25.840 5.340 12.70 BK7 a; =8.1154 x 107
2 Infinito | 46.479 12.70 Aire
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Imagen Aire

Figura 4. 6. Funcion de punto extendido de Huygens (HPSF) para la lente esférica mostrados
en la columna izquierda y la lente asférica mostrados en la columna derecha. El parametro
que cambia en las filas es la distancia desde la distancia focal efectiva mas: a) y b) 0.5 mm, c)

yd)1mm,e)yf)2mm,g)yh)2.3mm.
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Figura 4. 7. a) y b) muestran la seccion transversal de la HPSF para las distancias 0.7 mm y
2.0 mm después de la distancia focal posterior (DFP). ¢) muestra los cambios de la FHWM
(linea azul) y la irradiancia relativa (linea verde) en el rango de 0.6 a 2.1 mm después de la
DFP.

4.3 Doblete acromatico para aumentar la profundidad de foco en un
sistema OCT.

Como se demostré en la seccion anterior nuestro método permite disefiar
lentes cuya profundidad de foco sea mas grande que una lente esférica
convencional, por lo tanto utilizaremos este método para disefiar la lente de

enfoque del sistema OCT.

Un OCT tiene unas caracteristicas de disefio diferentes de las que tiene un
microscopio 0 un escaner laser, etc. por ejemplo la dptica del escaner es un

sistema confocal, que escanea haces de 0.05-0.1 de apertura numeérica sobre

12
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un rango de varios milimetros [8]. Para el disefio se consideran los siguientes

seis puntos:

Perfil limpio de la mancha en la muestra.

Acoplamiento cromatico uniforme y alta eficiencia de acoplamiento.
Respuesta espectral.

Profundidad de foco contra resolucion lateral (apertura numérica).

Resolucion frecuencial.

o gk~ w bR

Tamafio de la mancha en el espectrémetro.

De esos seis puntos solo tocaremos los puntos 1y 4. El punto 1 es importante
para obtener imagenes OCT de alta resolucion y alto contraste. De forma ideal
el perfil de la mancha se debe mantener sobre todo el rango de escaneo no
solo en el eje Optico puesto que las imagenes 2-D y 3-D se realizan mediante
un escaneo del haz. El perfil de la mancha del haz paraxial es usualmente mas
parecido a un haz Gaussiano que aquellos inclinados significativamente fuera

del eje Optico debido a la aberraciones de las componentes dpticas.

Del punto 4, como se ha mencionado previamente la profundidad de foco y la
resolucién son inversamente proporcionales, usualmente cuando se disefian
estos sistemas se tienen que tener en cuenta esta relacion sacrificando

resoluciéon para poder obtener una mayor profundidad de foco.

Con nuestro método el punto 4 puede resolverse de una mejor forma, puesto
gue nos permite obtener altas resoluciones en una profundidad de foco
grande. Ademas como el método es extensible a multiples superficies se
puede disefiar un doblete acromatico que reduzca las aberraciones lo cual

mejoraria la forma de la mancha en la muestra (punto 1).

Los parametros del doblete acromatico se resumen en la tabla 4.2
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La propagacion se analizdé en + 2 mm del plano focal y para campos de = 3
mm, para tener un rango de escaneo de 6 mm similar al equipo SR-OCT 930.
La simulaciéon se realiz6 utilizando una longitud de onda central de
A =930 nmy un ancho de banda de A4 =100 nm.

Tabla 4. 2 Parametros del doblete acromatico.

Radio o Distancia
) Grosor | Semidiametro )
Superficie Material | Altura plano Constantes
[mm] [mm] .
[mm] imagen
Objeto Infinito Aire 4.5 50 -2.0477e-04
1 15.28 2 4.5 BK7 3.5 50 4.4111e-05
2 -19.307 1 4.5 SF5 2 46.5 -1.6320e-06
3 101.359 4.5 Aire 15 46.5 -5.4712e-10
Imagen Aire

4.3.1 Analisis de resultados de la lente acromatica.

La figura 4.8 a) muestra el HPSF del haz en el plano focal para la lente asférica
la figura 4.8 c) muestra el HPSF del haz 2 mm adelante del plano focal para la
misma lente. Las figuras 4.7 b) y d) son las equivalentes para la lente esférica.
Como puede observarse la forma de la mancha se mantiene constante a

diferencia de la lente esférica.

En la figura 4.9 a) se tiene la HPSF para la lente asférica en el plano focal y
1.5 mm sobre el eje optico la figura 4.9 b) es la correspondiente a la lente
esférica, la figura 4.9 c) es la HPSF de la lente asférica a 2mm del plano focal
y 3 mm sobre este. La figura 4.9 c) es la HPSF de la lente esférica con las
mismas caracteristicas del inciso anterior. De las graficas se observa que

aungque ambos haces se ven afectados por las aberraciones fuera de eje como
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lo son la coma y el astigmatismo el efecto es menos importante con la lente
asférica y sobre todo a la distancia de 2 mm después del foco se puede

observar la mejora de usar la lente asférica.

a),. b) ..

0.0118 0.99
2 R lvome 2 0 89
S 0.0094 s o 79
c 0.0082 = 0.69
B 0.0071 S 0.59
ke 0.0059 = jo:42
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< I 0.0035 d 0-30
> 0.0024 25 0.20
0.0012 0.10
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Figura 4. 8. a) y b) HPSF de la lente asférica en el plano focal y 3 mm después del plano focal
respectivamente. ¢) y d) HPSF de la lente esférica en el plano focal y 3 mm después de este
respectivamente.
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Figura 4. 9. HPSF para a) y c¢) lente asférica en el plano focal y 1.5 mm sobre el eje éptico y
2 mm desde el plano focal y 3 mm sobre el eje Optico respectivamente b) y d) son las
equivalentes para la lente esférica.

La figura 4.10 muestra el diagrama de manchas para los diferentes campos y
las longitudes de onda extremas. Se muestra que la forma de la mancha se
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mantiene similar para todos los campos con ligeros desplazamientos de la

mancha central, ademas se puede observar que se mantiene corregido

cromaticamente.
® ©
3.0000 mm @ @
-2000 -1000 0 1000 2000
Surface: IMA <- Defocus in pm ->

Figura 4. 10. Diagrama de manchas para los diferentes campos de la lente asférica.
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Figura 4. 11. MTF policromatica de Huygens a través del foco para a) lentes esférica, b) lente
asférica. El rango fue de £ 2 mm.

La figura 4.11 a) muestra la MTF policroméatica de Huygens a través del foco

para la lente esférica como se puede observar esta cae rapidamente para

todos los campos en cambio la figura 4.11 b) que corresponde a la lente
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asférica se observa que se mantiene constante para todos los campos durante
el rango de £ 2 mm.

Finalmente como se ha comentado otra de las ventajas de esta lente es que
es mas sencilla de fabricar que componentes que generan haces similares
como es el caso de un axicon. En la figura 4.12 se tiene la forma de la Ultima
superficie para: a) el doblete acromatico disefiado y b) para un axicon
comercial de angulo 5°. Como se puede observar la sagita maxima para la

lente asférica es de 0.11 mm mientras que la sagita maxima para el axicon es
de 1.1 mm.

a)  b)

Surface Sag Surface Sag
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Figura 4. 12. Forma de la Ultima superficie para a) el doblete asférico disefiado y b) un axicon
con angulo de 5°.

4.3.2. Conclusiones

Podemos concluir en base a los resultados presentados que la propuesta de
disefio de lente asférica puede reducir varios de los problemas actuales en los
sistemas OCT, como lo es aumentar la profundidad de escaneo sin tener que
sacrificar la resolucion del sistema, ademas se demostré6 que para campos
fuera de eje el haz se comporta mejor que para el caso de una lente esférica

convencional, lo cual puede reducir defectos en la imagen OCT generada.

Se mostré ademas que la forma de la superficie asférica es mas sencilla de

fabricar que un axicon, sin embargo al tratarse de una superficie asférica aun
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asi podria no ser tan facil su fabricacion, ademas de que la forma de la
superficie dependera del numero de coeficientes que se utilicen para su

disefo.
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Conclusiones.

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

e Se analizé el desempefio del equipo SR-OCT 930 para el diagnostico
de lesiones en el cérvix, demostrando que el equipo es capaz de
obtener imagenes donde se observa invasion de una capa de tejido a
otra, aun en partes identificadas como sanas por la ginecoéloga.

e Se encontré que la concentracion de acido acético a 5% y a 15%
producen imagenes muy semejantes. Ademas de que se mostré que el
acido acético puede funcionar como un blanqueador del tejido,
permitiendo obtener un incremento en la sefial retroesparcida.

e Se mostrdé que el formol también aumenta la intensidad de la sefal
retroesparcida, y que esta se mantiene constante con el paso del
tiempo. Asi mismo como las estructuras internas distinguibles con el
equipo.

e Se hizo un programa que permite analizar las imagenes OCT, que no
sufre el efecto de verse deformada por la reduccion del escaneo lateral
y que ademas nos permite realizar algunas operaciones de
procesamiento digital de imagenes sobre ellas.

e Se propuso un método para disefiar una lente asférica que incrementa
la profundidad de foco y se analiz6 su desempefio con Zemax
comparandolo con su equivalente de lente esférica.

e Se hizo un programa para calcular los coeficientes de asfericidad
mediante nuestro método.

e EIl doblete acromético disefiado puede aumentar la profundidad de
escaneo sin tener que sacrificar la resolucién del sistema, ademas se
demostré que para campos fuera de eje el haz se comporta mejor que
para el caso de una lente esférica convencional, lo cual puede reducir

defectos en la imagen OCT generada.
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e Se encontr0 que la superficie asférica generada no es demasiado
compleja para su fabricacion (comparado con un axicon o una placa de

fase cubica).
Los productos derivados de esta tesis son:

e Un protocolo de investigacion para el analisis medico de tejido de
cérvix mediante el uso de tomografia de coherencia Optica.
e Dos memorias en extenso:

o Vazquez-Villa, J. A. Delgado-Atencio, S. Vazquez-Montiel, F.
Gutierrez-Delgado, S. Marcial-Toledo, J. Castro-Ramos y L.
Chavez-Mercado, “Comparative study of OCT and
microscopy images: a scaling approach,” International
Commission for Optics (ICO 22), Puebla, 2011.

o Vazquez-Villa, J. A. Delgado-Atencio, N. Cancino-Leon, S.
Vazquez-Montiel, F. Gutierrez-Delgado, S. Marcial-Toledo y
L. Chavez-Mercado, “Effect of contrast agent on the structural
change of ex-vivo chicken tissues using OCT,” MEDICAL
PHYSICS: Twelfth Mexican Symposium on Medical Physics,
Oaxaca, 2012.

e Un articulo publicado en Optics Letters:

o Vazquez Villa, J. A. Delgado Atencio, S. Vazquez Montiel, J.
Castro Ramos, M. Cunill Rodriguez. “Aspheric lens to
increase the depth of focus” Optics letters, Vol. 40, No. 12
2842-2845 (2015).

e Un programa para analizar las imagenes OCT proporcionadas por
el equipo SR-OCT 930.
e Un programa para calcular los coeficientes de asfericidad de un

sistema optico.
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ANTECEDENTES

Cada afo son diagnosticadas con cancer 12.7 millones de personas en el
mundo y 7.6 millones de muertes son causadas por esta enfermedad. Mas del
70% de estas muertes ocurren en paises en desarrollo. La tercer parte de
estos tumores pueden ser curados si son detectados de manera oportuna, por
tanto en todo el mundo se estan desarrollando nuevos métodos de diagndstico
oportuno. En México el cancer cervical es la segunda causa principal de
muerte en mujeres y la causa principal de muerte en mujeres que viven en
poblaciones rurales. Cada afio 16,000 nuevos casos de cancer cervical son
diagnosticados y 4500 mujeres mueren por esta enfermedad [1-4]. La
Tomografia Optica Coherente (TOC) proporciona imagenes in-vivo de medios
turbios con una alta resolucion, tales como el tejido humano, lo cual convierte
a esta técnica en una buena alternativa frente al tradicional “patrén de oro”
para el diagnostico del cancer es decir, la biopsia 6ptica basada en el analisis

microscopico de muestras biolégicas extraidas del cuerpo.

El estudio y analisis del estado metabdlico del tejido humano tradicionalmente
se ha realizado mediante el uso de la histopalogia 6ptica, la cual ha resultado
ser por muchos afos el “patrén de oro” en el diagnéstico y determinacién del
estado de salud de las muestras extraidas del cuerpo humano (biopsias) [5].
Esta técnica, aunque muy precisa tiene la desventaja de ser invasiva y de
imponer tiempos de analisis de las muestras relativamente largos que en
algunas aplicaciones médicas no son admisibles o se desearia disminuir
dichos tiempos. Debido a estas desventajas, en las Ultimas décadas se ha
venido desarrollando lo que se conoce como biopsia éptica. En esencia se
trata en general de aplicar alguna técnica optica no invasiva basada en el
sondeo del tejido bioldgico mediante el analisis de la luz que es reemitida por

éste cuando se le hace incidir radiacion Optica. Las interacciones tanto de tipo
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elastico como ineléstico de la onda incidente con las particulas del medio y los
procesos de absorcion debido a las moléculas de los principales compuestos
organicos, determinan en gran medida la distribucién espacial y espectral de

la luz que emerge por la superficie del tejido.

En la literatura especializada se aprecia que se han dedicado esfuerzos a
aplicar esta nueva modalidad de biopsia a diferentes érganos del cuerpo
humano utilizando variadas técnicas Opticas modernas tales como: la
espectroscopia de reflexion difusa [6], la tomografia Optica coherente (en
inglés OCT) [7], la microscopia confocal [8], etc. Especificamente la TOC ha
sido aplicada para realizar un andlisis discriminatorio de los diferentes tipos de
lesiones del tejido cervico-uterino [9,11] mediante el analisis de las imagenes
obtenidas analizando la intensidad de la luz retroesparcida del epitelio asi
como el decaimiento de la sefial con la profundidad en el tejido [9]. Ademas,
en el trabajo de Escobar et al. [10] y Pitris et al. [L11] se correlaciona las
microestructuras de las imagenes obtenidas mediante TOC con las obtenidas

mediante histopatologia.

El cérvix uterino es la porcion fibromuscular inferior del Utero que se proyecta
dentro de la vagina. Contiene un canal endocervical que une la vagina con el
Gtero. La union escamo-columnar es un area de rapido ciclo celular y es
tipicamente el area de transformacion oncoldgica. Debido a la alta incidencia
de cancer de cérvix (el 80-90% de los casos se debe al carcinoma de células
escamosas, el resto son el adenocarcinoma, el carcinoma adenoescamoso,
una combinacion de ellos y el metastasico) [12] es necesario desarrollar
métodos que ayuden a establecer un diagnéstico mas temprano de las
lesiones premalignas impactando asi sobre la supervivencia de los pacientes
gue en la actualidad fallecen porque se estan diagnosticando en etapas

avanzadas de la enfermedad.
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Nuestro grupo de trabajo (GIOB, INAOE, Puebla) ha dedicado esfuerzos al
desarrollo de un software de procesamiento de las imagenes TOC adquiridas

con el tomégrafo 6ptico comercial SpectraRadar OCT 930 con el objetivo de

extraer las propiedades de esparcimiento de un tejido bioldgico. Los
resultados de estos estudios han sido resumidos en el trabajo de tesis de
maestria “Analisis Tedrico y Experimental de un Sistema de Tomografia Optica

Coherente”, presentada y aprobada en el INAOE en 2010 [13].

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar preliminarmente la eficacia del tomografo 6ptico Spectra Radar OCT

930 para la identificacion de patrones tipicos del tejido lesionado y normal del
tejido cervico-uterino mediante el analisis y procesamiento de las imagenes

tomograficas adquiridas.
Objetivos Particulares

1.Estudio de la correlacion existente entre las imagenes tomograficas
(Imagenes OCT) adquiridas y las imagenes capturadas mediante un
microscopio Optico durante el estudio histopatolégico de la muestra y/o el
informe del resultado histopatolégico de las biopsias tomadas a tales
lesiones.

2.Evaluar la validez de un algoritmo de determinacién de las propiedades de
esparcimiento de las muestras estudiadas con vista a usar estas
propiedades como discriminante diagndstico.

HIPOTESIS

Nuestra hipétesis principal se basa en afirmar que la resolucion axial y lateral
del instrumento usado (Spectra Radar OCT 930) proporcionara imagenes OCT
que brinden huellas tipicas de los microvolumenes del tejido que se
identifiquen con el tejido sano, premaligno y canceroso. Esta hipotesis se
fundamenta en trabajos de otros autores [9,11], por lo que nuestra

investigacion estara en clara relacion con un conjunto de conocimientos
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previos, parcialmente probados, y por lo tanto el trabajo contribuira a reforzar
ese conjunto de conocimientos”. Ademas aportamos a este conjunto o cuerpo
de conocimientos resultados propios de nuestra investigacion, como por
ejemplo, la presentacion de una base de datos preliminar que contienen
informacion para esta localizacion corporal en forma de imagenes OCT, datos
clinicos e informes histopatolégicos.

METODOLOGIA CIENTIFICA

El grupo de estudio estard formado principalmente por los pacientes que
asistan al servicio de la consulta de colposcopia del hospital CEPREC
(Oaxaca, México). Los criterios de inclusion y exclusion de los pacientes se
determinan por la contraparte médica que participa en el protocolo clinico

atendiendo a los objetivos del mismo.

Todos los participantes en el estudio firmaran previamente un permiso de
consentimiento informado del protocolo de investigacion clinica al que estan

contribuyendo voluntariamente.

La poblacién a estudiar se clasificara atendiendo a parametros tales como: la
diversidad racial, edad, perfil de trabajo, y otros de importancia definidos por
los médicos especialistas. Se propone realizar los estudios en una cantidad de
10-15 voluntarios.

Se llevara un registro de la temperatura ambiente y corporal del paciente, asi
como de otros datos clinicos de interés que sean definidos por los médicos

especialistas.

La muestra se “marcara adecuadamente” para garantizar la coincidencia en
un mismo plano transversal de la imagen tomada con el sistema OCT vy la

imagen histoldgica tradicional.
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Se tomara la imagen OCT de las muestras biol6gicas inmediatamente
después de ser extraidas a paciente tomando en consideracién las marcas
que definen el plano de interés. Como referencia o control se escogera los
sitios sanos de la muestra que se definirdn proximos a la lesién y son
determinados por un médico especialista en ginecologia mediante la

inspeccion visual de la muestra.

Los datos resultantes de la adquisicion de las imagenes OCT se registraran
en una carpeta destinada a cada paciente. Posteriormente seran analizados y
procesados con el paquete de software comercial MATLAB sobre el cual se
trabajaran los algoritmos de extraccién de pardmetros del esparcimiento asi

como otros algoritmos propios a desarrollar.

Posteriormente a la toma de la imagen OCT la muestra se entrega al médico
especialista para que se proceda a realizar el procedimiento tradicional de la
misma por el médico patélogo. Los estudios histologicos se realizaran de
acuerdo al procedimiento estandar establecido por las autoridades
competentes del hospital del CEPREC los cuales deberan cumplir con las

normas internacionales establecidas.
DESCRIPCION DEL EQUIPO

El equipo que se evaluara en el presente trabajo es un tomografo de
coherencia Optica comercial de la marca Thorlabs llamado SpectraRadar OCT

930. La fuente de iluminacion consiste de un diodo superluminiscente las

caracteristicas técnicas de este equipo se describen en la Tabla A.1.

Tabla A. 1. Resumen de las caracteristicas del equipo SR-OCT 930 de la marca Thorlabs

Especificaciones Valor

Longitud de onda central (x5nm) 930 nm

Ancho de banda espectral (FWHM) (£5nm) 100 nm
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Resolucion axial 6.2 um
Resolucién del espectrometro 0.14 nm
Potencia Optica (tipica) 2 mW
Especificaciones Valor
Velocidad de imagen 8
cuadros/segundo
Profundidad de imagen (maxima) 1.6 mm
Ancho de la imagen (maximo) 6.00mm
(ajustable)
Rango dinamico de medicion >90 dB
Longitud focal de la lente de muestra 20 mm
Cintura del haz 9 um
Diametro de la lente 12.5 mm
Diametro del haz 5.5 mm

GRUPO DE TRABAJO

Las instituciones participantes en este protocolo de investigacion se

incluyen en la Tabla 2.

Tabla A. 2. Instituciones participantes en la propuesta y su correspondiente pais de origen.

Institucion Pais
Instituto Nacional de Astrofisica Optica y INAOE México
Electrénica

Centro de Estudios y Prevencién del Cancer CEPREC México

Tabla A. 3. Integrantes de la propuesta e institucion a la que pertenecen.

Integrantes Institucion
M.C. Alexis Vazquez Villa INAOE
Dr. José Alberto Delgado Atencio INAOE
Dr. Francisco Gutiérrez Delgado CEPREC
Dr. Sergio Vazquez Y Montiel INAOE
Dra. Selene Marcial Toledo CEPREC
Dr. Jorge Castro Ramos INAOE
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| Dra. Leonora Chavez Mercado \ CEPREC \
Los integrantes del grupo de trabajo de esta propuesta se relacionan en la

Tabla 3.

Las instituciones participantes en el proyecto contribuyen de acuerdo con las

siguientes descripciones:
El Instituto Nacional de Astrofisica Optica y Electronica (INAOE)

Nuestra institucion ha propuesto la investigacion contenida en este protocolo
y en colaboracién indispensable con los especialistas del CEPREC conducira
de forma conjunta la investigacion que se lleve a cabo en el proyecto. EI INAOE

se encargara de garantizar los siguientes elementos de la investigacion:

1) La instrumentacion oéptica para realizar la adquisicion de imagenes
tomograficas de las muestras biologicas.

2) El personal cientifico, estudiantes y técnicos especializados para
realizar el proceso de adquisicion de las imagenes OCT de interés y la
construccion de prototipos y piezas necesarias para asegurar esta tarea
en correspondencia con los requerimientos y procedimientos médicos.

3) El procesamiento y el andlisis de las imagenes adquiridas.

4) Elaboracion de los reportes técnicos y articulos cientificos relacionados
con los resultados de la investigacion.

5) Disponibilidad de sus laboratorios, instrumentacion, talleres mecénico y
Optico para el desarrollo del proyecto.

6) Escritura del informe final del protocolo de investigacion.
El Centro de Estudios y Prevencién del Cancer (CEPREC)

Esta institucion médica garantizara los siguientes elementos de la

investigacion:
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1)
2)
3)
4)
5)

6)

Las muestras biolégicas a las cuales se les tomara la imagen
tomogréfica.

El personal médico y técnico especializado para llevar a cabo el estudio
clinico de los pacientes.

Los datos del paciente (edad, peso, grupo racial y otros).

Los estudios histologicos requeridos para el desarrollo del proyecto.
La entrega de los resultados de los estudios histolégicos para realizar
la correlacion de estos con las imagenes tomograficas adquiridas.

Un ambiente apropiado para colocar y preservar la instrumentacion
Optica a emplear.

Ademas patrticiparan en el anadlisis de resultados, la escritura de los informes

de los resultados del protocolo de investigacién y los articulos cientificos que

se elaboren.

INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE

Para el desarrollo de la propuesta se cuenta con la siguiente infraestructura:

1)

2)

3)

4)

Taller mecanico para la elaboracion de componentes mecénicas y
aditamentos necesarios.

Taller Optico para la construccion de componentes épticas. El servicio
de este taller incluye todas las etapas necesarias involucradas:
construccion, pulido y pruebas épticas.

Laboratorios de Optica con equipamiento basico y de primera linea para
el trabajo en Optica de tejidos bioldgicos.

Relaciones de colaboracion con el (CEPREC) basadas en vinculos
previos de trabajos de investigacion avalados por un convenio de
colaboracion entre este centro médico y el INAOE.

RESULTADOS ENTREGABLES

Como resultado del desarrollo y culminacion de este protocolo de investigacion

clinica esperamos entregar los siguientes resultados:
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1) Preparar un articulo en extenso que se publicara en las memorias del
“22-1CO Congress” que se celebrara en Puebla, México del 15-19 de
Agosto de 2011.

2) Participacion con un trabajo (oral o cartel) en el citado congreso.

3) Informe técnico de los resultados alcanzados en la ejecucién del actual
protocolo de investigacion clinica.
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APENDICE B.

DETERMINACION DE LA LINEA DE ESCANEO

Durante las mediciones realizadas en este trabajo nos encontramos con el
hecho de que la linea de escaneo en la sonda OCT, no corresponde con la
mitad de la imagen de la camara CCD, por lo que es importante encontrarla
para poder comparar de una mejor manera las imagenes OCT con las

imagenes de la camara.

Para poder determinar esta linea de escaneo se utilizd un porta objetos el cual
cuenta con una muesca y el uso de una base micrométrica para moverla, de
modo que se pudiera correlacionar la imagen OCT con la imagen de la camara
CCD. En la figura B.1. a) se puede observar la imagen de la cAmara CCD y en
la imagen B.1. b) la correspondiente imagen OCT. Como se observa en la

imagen OCT la linea de escaneo esta justo sobre el porta objetos.

Figura B. 1. Imégenes utilizadas para encontrar la linea de escaneo.
En la imagen B.1. c) Se tiene localizada la linea de escaneo con ayuda de la
muesca del porta objetos, como se observa en la imagen B.1. d) se tiene

imagen tanto del porta objetos como del material bajo este. La posicion de la
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linea se encontr6 moviendo verticalmente el portaobjetos hasta que las
mitades de la imagen dejaron de ser constantes (por tener menos distancia del

porta objetos.

Una vez localizada esta posicion de la muesca en la imagen se encontro que
la linea de escaneo se encuentra en los pixeles con altura 52 como se observa

en la imagen B.2.

20 - X:154Y:52 ‘
40 - RGB: 178, 204, 177,
60
80
100
120

140 - -
y 50 100 150 200 250 300

Figura B. 2. Posicion de la linea de escaneo.

Una vez localizada la linea se hizo un programa que automaticamente dibuja
una linea sobre esa altura para todas las imagenes de la camara CCD
contenidas en una subcarpeta. Ademas conociendo el nimero de pixeles de
la cAmaray la distancia que cubre laimagen que es de 6 mm se puede calcular
el tamafio de los objetos, para ayudarse se dibuja una linea que mide 500 ym

también sobre la imagen, como puede observarse en la figura B. 3.

Figura B. 3. Linea dibujada con el programa y tamafio de los objetos.
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APENDICE C

ANALISIS MUESTREO EN ZEMAX

A continuacion se presenta el andlisis del calculo de la HPSF y la HMTF en

Zemax esto para validar nuestros resultados.

Zemax tiene dos maneras de calcular la PSF y la MTF. Se puede hacer

utilizando el método de la transformada rapida de Fourier (FFT), la cual sin

embargo realiza algunas aproximaciones que no siempre son validas. El

meétodo de Huygens es mas general sin embargo tiene un tiempo de computo

mas grande como se especifica en el manual. Por esta razén utilizamos el

método de Huygens y no el de la FFT.

Los pardmetros en el método de Huygens son:

Muestreo de la pupila: Selecciona el tamafio de la rejilla de rayos a
trazar para realizar el célculo. A mayores densidades de muestreo
mayor presicion en los resultados, con el costo de méas tiempo de
computo.

Muestreo de laimagen: Es el tamafio de la rejilla de puntos en la cual
se calcula la imagen de intensidad de la difraccién. Este numero
combinado con el delta de la imagen determinan el area a ser
desplegada.

Delta de laimagen: Es la distancia en micrometros entre los puntos en
la rejilla de la imagen. Si se utliza cero se usa el espaciado
predeterminado.

Rotacion: Especifica como las graficas de la superficie se rotan, puede
ser: 0, 90, 180 o0 270 grados.
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Nuestro interés es analizar la propagacion del pico central a diferentes
distancias. Al combinar el muestreo de la imagen con el delta de la imagen
escogemos el area de interés que serd mostrada, sin embargo el calculo

depende del muestreo en la pupila.

A continuacion presentamos las simulaciones utilizando los parametros del
doblete presentado en el articulo [36]. Las simulaciones se hicieron con el
mismo muestreo en la pupila de la imagen que fue de 512x512 y se utilizaron
dos diferentes areas de interés, la primera incluye un area mas grande para
incluir los anillos y la segunda se hizo para contener solo al pico central. EL
muestreo de la imagen fue de 64x64 y el delta de la imagen se cambi6 para

obtener estas areas.

La figura C.1 es la simulacion para la lente esférica. La columna izquierda es
para un tamafo de imagen de 64 um la columna derecha es para un tamafo
de imagen de 9.28 pym las figuras C.1 a) y b) son para la HPSF, las figuras C.1.
c) y d) es la MTF en la posicion focal. Y las figuras C.1. e) y f) son para la

HMTF a través del foco en una distancia de £+ 5 mm.

La figura C.2 es la simulaciéon para la lente asférica y la descripcion de la

imagen es la misma que para la figura C.1.

Como se puede observar el tamafio del area de la imagen no influye en el
resultado pues solo aumenta o disminuye el valor de la grafica, mas no cambia
notablemente la forma de esta, y se puede observar para ambos casos como
la profundidad de foco si esta méas extendida para la lente asférica disefiada
que para la lente esférica.
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APENDICE D.

PROGRAMAS

Programa 1: Programa para calcular la forma de las senales OCT en
dependencia del ancho espectral, el programa se utilizé para generar la

figura 1.7. El programa requiere la funcion FunGamma.m

Cddigo:

$Programado por: Alexis Vazquez Villa.
$En el ano 2014
%$Lugar: INAOE
%El programa corre en Matlab R2013a
clc, clear all
close all
color="rb';
leyenda=[];
for ii=1:2
landa=930e-6;
Dlanda=25*ii*ii*le-6;
k0=2*pi/landa;
Dk=pi/sqrt (log(2)) *Dlanda/landa”2;
k=k0-Dk:Dk/100:k0+Dk;
z==-1:1e-3:1;
zpos=[1.0,0.6,0.55];
ro=1;
R=[1,0.05,0.01];
Gz=FunGamma (z, 0, Dk) ;

sumcruz=0;
sumauto=0;
for i=l:numel (zpos)-1

sumcruz=sumcruz+sgrt (R(1) *R(i+1)) .* (FunGamma (z, 2* (zpos (1) -
zpos (i+1)),Dk)+FunGamma (z, -2* (zpos (1) —zpos (i+1)),Dk) ) ;

end

for i=2:numel (zpos)-1
for j=i+l:numel (zpos)

sumauto=sumauto+sgrt (R(i) *R(J)) .* (FunGamma (z, 2* (zpos (i) ..
-zpos (j)),Dk)+FunGamma (z, -2* (zpos (1) —zpos (j)),Dk) ) ;

end
end
DC=ro/8* (Gz* (sum(R))) ;
cruzado=ro/8*sumcruz;
auto=ro/8*sumauto;
i=DC+cruzado+auto;
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plot(z,i,color(ii))
xlabel ('z [mm]"'")
ylabel ('i d(z)")
leyenda{ii}=strcat ('Ancho espectral =
', num2str (Dlanda*le6), 'nm') ;
hold on
end
legend (leyenda)

Funcién: FunGamma.m

function G=FunGamma (z, z0,deltak)
$Programado por: Alexis Vazquez Villa.
$En el ario 2014

%$Lugar: INAOE

%El programa corre en Matlab R2013a
G=exp (- (z-z0) ."2*deltaK.”2);

Programa 2: Programa para dibujar la posicion de la linea de escaneo en las
imagenes CCD, como se explicé en el Anexo B. El programa usa la funcién

subdir.m programado por Elmar Tarajan.
Cédigo:

%$Programado por: Alexis Véazquez Villa.
$En el afio 2011

%$Lugar: INAOE

$El programa corre en Matlab R2013a

clear all
Path=uigetdir ('G:\CEPREC 25-29 Julio 2011\Dia3 27-07-2011\");
if isequal (Path,0)
return
else
sub = subdir (Path) ;
end

for i=l:size(sub, 2)
archivos=dir (strcat (cell2mat (sub(i)), '\*.Jjpg'));

for j=l:size(archivos, 1)

imagen=imread (strcat (cell2mat (sub(i)), '\',archivos (J) .name)) ;
figure
h=imshow (imagen) ;
line ([0 3201, [52 52], 'LinewWidth',2, 'Color','b")
[Alto,Largo, z]=size (imagen) ;
pixellLargo=round (Largo*0.5/6) ;
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pixelAlto=round (Alto*0.5/2.625);
line ([10,10+pixellargo], [Alto-pixelAlto,Alto-
pixelAlto], 'Color', 'b', 'LineWidth', 2)
text (10,Alto-pixelAlto/2, '500
\mum', 'Color', 'b', 'Fontsize', 16)
F' = getframe;
[imagenModif,map]=rgb2ind(F.cdata, 256, 'nodither");
imwrite (imagenModif,map, strcat (cell2mat (sub(i)), '\', 'LINEA-
',archivos (j) .name))
close
end
end

Funcién: subdir.m

function [sub,fls] = subdir (CurrPath)

% SUBDIR 1lists (recursive) all subfolders and files under given
folder

% SUBDIR

o°

returns all subfolder under current path.

o°

o°

P = SUBDIR('directory name')
stores all subfolders under given directory into a variable

- oo

P ]
s [P F] = SUBDIR('directory name')
% stores all subfolders under given directory into a
% variable 'P' and all filenames into a variable 'F'.
% use sort ([F{:}]) to get sorted list of all filenames.
% See also DIR, CD
% author: Elmar Tarajan [Elmar.Tarajan@Mathworks.de]
% version: 2.0
% date: 07-Dez-2004

CurrPath = cd;
end% 1if
if nargout ==
sub = subfolder (CurrPath, ''");

else
[sub fls] = subfolder (CurrPath,'',"'");
end% if
function [sub,fls] = subfolder (CurrPath,sub, fls)

tmp = dir (CurrPath);
tmp = tmp (~ismember ({tmp.name},{'." ".."}));
for i = {tmp([tmp.isdir]) .name}
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sub{end+1} = [CurrPath "\' i{:}];
if nargin==
sub = subfolder (sub{end}, sub) ;
else
tmp = dir(sub{end});
fls{end+1l} = {tmp(~[tmp.isdir]) .name};
[sub fls] = subfolder (sub{end},sub, fls);
end% 1f
end% 1if

Programa 3: Programa para analizar imagenes OCT explicado en el capitulo
3. El programa es una interfaz gréfica de usuario y necesita las funciones:
AbrirOct.m, AjusteFun.m, EgAjuste.m, ExtractMus.m,

PromediolmagenPAOI.m también utiliza el archivo PAOI fig

Codigo:

function varargout = PAOI4 (varargin)
$Programado por: Alexis Vazquez Villa
$En el afio: 2011

%$Lugar: INAOE

$El programa corre en Matlab R2013a

% Last Modified by GUIDE v2.5 25-May-2011 02:08:07

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui Singleton = 1;

gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @PAOI4 OpeningFcn,
'gui OutputFcn', @PAOI4 OutputFcn,
'gui LayoutFecn', 1,
'gui Callback', (1

if nargin && ischar (varargin{1l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
else
gui mainfcn(gui State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

o)

% —-—-— Executes Jjust before PAOI4 is made visible.
function PAOI4 OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
handles.output = hObject;
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$mi codigo

clc;

axes (handles.ImagenOCT) ;
iptsetpref (' ImshowAxesVisible', 'off")
imagen=imread('guioina.jpg');

imshow (imagen) ;

axes (handles.grafix); axis off

axes (handles.grafiy); axis off
$termina

% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

function varargout = PAOI4 OutputFcn (hObject, eventdata, handles)
varargout{l} = handles.output;

function CalcMus Callback (hObject, eventdata, handles)
ExtractMus (handles)

function Start Callback (hObject, eventdata, handles)
tamx=handles.SizeX*handles.deltax;
tamy=handles.SizeY*handles.deltay;
posx=[0;tamx+10] ;posy=[0; tamy+10];
%$Se dibujan las lineas X
x1=imline (handles.ImagenOCT, [0 tamx+10], [1/3*tamy 1/3*tamy]) ;
setPositionConstraintFcn (x1, @ (pos) [posx
repmat (mean (pos(:,2)),2,1)1)
setColor(x1, 'm");
x2=imline (handles.ImagenOCT, [0 tamx+10], [2/3*tamy 2/3*tamy]) ;
setPositionConstraintFcn (x2, @ (pos) [posx
repmat (mean (pos(:,2)),2,1)1)
setColor (x2,'r");
%Se dibujan las lineas Y
yl=imline (handles.ImagenOCT, [1/3*tamx 1/3*tamx], [0 tamy+101]);
setPositionConstraintFcn (yl, @ (pos) [repmat (mean (pos(:,1)),2,1)
posyl)
setColor(yl,'y'"):;
y2=imline (handles.ImagenOCT, [2/3*tamx 2/3*tamx], [0 tamy+101]);
setPositionConstraintFcn(y2, @ (pos) [repmat (mean (pos(:,1)),2,1)
posyl)
setColor (y2,'w'");

boton=0;
while boton==0;
Yl=getPosition(x1l);%Guarda la posicion de la linea
longitudinal 1 en el texto (se usara para yl)
handles.yl=Y1;
X1l=getPosition(yl);%0Obtiene la posicion de la linea axial 1
(se usara para x1)
handles.x1=X1;
Yl=str2double (int2str (Y1 (1,2) /handles.deltay));
X1l=str2double (int2str (X1 (1, 1) /handles.deltay));
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Y2=getPosition (x2);%0btiene la posicion de la linea
longitudinal 2 (se usara para y2)

handles.y2=Y2;

X2=getPosition (y2);%0btiene la posicion de la linea axial 2
(se usara para x2)

handles.x2=X2;

Y2=str2double (int2str (Y2 (1,2) /handles.deltay));

X2=str2double (int2str (X2 (1, 1) /handles.deltay)) ;

lineay=handles.Matriz (Y1, :);
lineax=handles.Matriz (:,X1);
axes (handles.grafix);

plot ((l:handles.SizeX) *handles.deltax, lineay),
xlabel 'Distance [mm]', ylabel 'Intensity [A.U.]'
axes (handles.grafiy);

plot ((l:handles.SizeY) *handles.deltay, lineax),
xlabel 'Distance [mm]', ylabel 'Intensity [A.U.]'

distx=(handles.x2-handles.x1l) *1e3;
set (handles.textdx, 'String',num2str (distx(1,1)))
disty=(handles.y2-handles.yl) *1e3;
set (handles.textdy, 'String',num2str (disty(1,2)))
boton=waitforbuttonpress;
end
set (handles.medicionx, "Enable', 'On'")
set (handles.mediciony, "Enable', 'On")

o\

oe

guidata (hObject, handles);

function BordePopup Callback (hObject, eventdata, handles)
cadena=get (handles.BordePopup, 'String') ;
num=get (handles.BordePopup, 'Value') ;
switch num
case 1
axes (handles.ImagenOCT) ;
imagesc ([0 handles.SizeX*handles.deltax], [0
handles.SizeY*handles.deltay],handles.ImagenOCTvar), colormap (gray)
xlabel ('Distance [mm]")
otherwise
imagen=edge (handles.ImagenOCTvar, cadena{num}) ;
axes (handles.ImagenOCT) ;
imagesc ([0 handles.SizeX*handles.deltax], [0
handles.SizeY*handles.deltay], imagen), colormap(gray)
xlabel ('Distance [mm]")
end

function BordePopup CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

function medicionx Callback (hObject, eventdata, handles)
handles.x2, handles.xl
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distx=handles.x2-handles.x1l
set (handles.textdx, 'String',num2str (distx(1,1)))

function mediciony Callback (hObject, eventdata, handles)

handles.y2, handles.yl
distx=handles.y2-handles.yl
set (handles.textdy, 'String',num2str (distx(1,2)))

function textdx Callback (hObject, eventdata, handles)

function textdx CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white') ;
end

function textdy Callback (hObject, eventdata, handles)

function textdy CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

function n_Callback (hObject, eventdata, handles)

function n CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white'") ;
end

function g Callback (hObject, eventdata, handles)

function g CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white'") ;
end

function PromedioMu Callback (hObject, eventdata, handles)

function PromedioMu CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

function Extraido Callback (hObject, eventdata, handles)

function Extraido CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
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end
function sse Callback (hObject, eventdata, handles)

function sse CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white') ;
end

function R2 Callback (hObject, eventdata, handles)

function R2 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

function MeanImage Callback (hObject, eventdata, handles)
PromedioImagenPAOI

function Abrir Callback (hObject, eventdata, handles)
[ImagenOCT Matriz SizeY SizeX deltay deltax Size FileName
Path]=AbrirOct;

iptsetpref (' ImshowAxesVisible', 'on')

axes (handles.ImagenOCT) ;

set (handles.ImagenOCT, 'Position', [10 15 SizeX*deltax*25
SizeY*deltay*12.5])

imagesc ([0 SizeX*deltax], [0 SizeY*deltayl],ImagenOCT), colormap (gray)
xlabel ('Width [mm]'), ylabel ('Depth [mm]"')

%guardar variables

handles.ImagenOCTvar=ImagenOCT;

handles.Matriz=Matriz;

handles.SizeY=SizeY;

handles.SizeX=SizeX;

handles.deltay=deltay;

handles.deltax=deltax;

handles.Size=Size;

handles.FileName=FileName;

handles.Path=Path;

nombre=strcat (Path, FileName) ;

set (handles.BordePopup, 'Enable', 'On'")

set (handles.Start, '"Enable', 'On'")

set (handles.CalcMus, 'Enable', 'On'")
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set (handles.figurel, "Name', nombre)
guidata (hObject, handles);

]

function uipushtooll ClickedCallback (hObject, eventdata, handles)
[ImagenOCT Matriz SizeY SizeX deltay deltax Size FileName
Path]=AbrirOct;

iptsetpref ('ImshowAxesVisible', 'on'")

axes (handles.ImagenOCT) ;

set (handles.ImagenOCT, 'Position', [10 15 SizeX*deltax*25
SizeY*deltay*12.5])

imagesc ([0 SizeX*deltax], [0 SizeY*deltay],ImagenOCT), colormap(gray)
xlabel ('Width [mm]'), ylabel ('Depth [mm]"')

%$guardar variables

handles.ImagenOCTvar=ImagenOCT;

handles.Matriz=Matriz;

handles.SizeY=SizeY;

handles.SizeX=SizeX;

handles.deltay=deltay;

handles.deltax=deltax;

handles.Size=Size;

handles.FileName=FileName;

handles.Path=Path;

nombre=strcat (Path,FileName) ;

set (handles.BordePopup, 'Enable’', 'On'")

set (handles.Start, '"Enable', 'On")

set (handles.CalcMus, '"Enable', 'On")

set (handles.figurel, 'Name',nombre)

guidata (hObject, handles);

Funcion: AbrirOct.m

function [ImagenOCT Matriz SizeZ SizeX Dz Dx Size FileName
Path]=AbrirOct
$Programado por: Alexis Véazquez Villa.
%En el ario 2011.
$Lugar: INAOE.
$E1l programa corre en Matlab R2013a
%$Esta Funcion sirve para cargar imagen OCT la matriz de datos y el
tamafio de escaneo
[FileName Path]=uigetfile({'*.bmp'}, 'Abrir Imagen');
if isequal (FileName, 0)
ImagenOCT=0;
Matriz=0;
SizeZ=0;
SizeX=0;
Dz=0;
Dx=0;
Size=0;
return
else
position = findstr(' ', FileName);
ImagenOCT=imread (strcat (Path, FileName) ) ;
Matriz=load (strcat (Path, strcat (FileName (1l:end-3), '"txt"')))"';
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datos=textread(strcat (Path,strcat (FileName (l:position (2) -
1),".srm")), '%s');

Indice=findstr('="',datos{2});

SizeZ=datos{2}; SizeZ=str2double(SizeZ (Indice+l:end)); %$Tamano
en pixeles

Indice=findstr('=',datos{3});

SizeX=datos{3}; SizeX=str2double(SizeX (Indice+l:end)); %Tamafio
en pixeles

Indice=findstr('="',datos{6});

Dz=datos{6}; Dz=str2double (Dz (Indice+l:end))*le-3; %Tamafio en
milimetros

Indice=findstr ('=',datos{7});

Dx=datos{7}; Dx=str2double (Dx (Indice+l:end))*le-3; %Tamafio en
milimetros

Size=SizeX*Dx; %Tamano en milimetros
end

Funcién: AjusteFun.m

function
[cl,gofl]=AjusteFun (Archivo, iden,iden2,L,deltay,EcuacionAjuste)
$Programado por: Alexis Vazquez Villa.

%En el afio 2010.

%$Lugar: INAOE.

$El programa corre en Matlab R2013a

$Sirve para calcular el coeficiente de esparcimiento de una imagen
OCT.

[largo,ancho]l=size (Archivo) ;
x=Archivo(l:largo, 1) ;y=Archivo(l:largo,2);

IndiceSup=find (Archivo(l:largo,1l)==fix (L))

x=x (1:IndiceSup);y=y(l:IndiceSup);

Archivo=[x,vy];

largo=IndiceSup;
Archivo(l:largo,l)=Archivo(l:largo,1l)-Archivo(1l,1);
Archivo(l:largo,1l)=Archivo(l:largo, 1) *deltay; S%paso OCT
$Archivo(l:largo,1l)=Archivo(l:largo,1)*0.05; %$paso imagen sintetica

$normalization
Maximo=max (Archivo(l:largo,?2));
Archivo(l:largo,2)=Archivo(l:largo,2)/Maximo;

$Fitting routine
s = fitoptions('Method', 'NonlinearLeastSquares', 'Algorithm', 'trust-
region', ...
'Lower', [0,0], 'Upper', [Inf,Inf], ...
'Startpoint', [1 11);
f = fittype (EcuacionAjuste, 'options', s);
[cl,gofl] = fit(Archivo(l:largo,1l),Archivo(l:largo,2),f);
axes (iden2)
plot (Archivo (l:1largo, 1) ,Archivo(l:largo,2),'b.");
hold on
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plot(cl, 'r-")

xlabel ('z [mm]"'");

ylabel ('Signal [normalized]');
hold off

axes (iden) ;

Funcién: EgAjuste.m

function EcuacionAjuste=EgAjuste(n,qg)

$Programado por: Alexis Vazquez Villa.
$En el afio 2010.

$Lugar: INAOE.

%El programa corre en Matlab R2013a
$Sirve para calcular el coeficiente de esparcimiento de una imagen
OCT (es la ecuacion).

lamba=930e-6;

wo=2.75;

£=20;
C=((2*wo*pi) ./ (sgrt (3) *lamba*n*f)) ."2;
teta=sqrt (2* (1-g));

ecuacion='a* ((exp (-2*b*x) + (2*exp (-2*b*x) .* (1-exp (-2*b*x))) ./ (2+
C*b*x."3*teta”2)+ (l-exp (-2*b.*x))."2/ (1+ C*b*x."3*teta”2))) . (1/2)"';
ecuacion2=strrep (ecuacion, 'C',num2str (C)) ;
EcuacionAjuste=strrep (ecuacion2, 'teta',num2str (teta));

Funcién: ExtractMus.m

function ExtractMus (handles)
$Programado por: Alexis Vazquez Villa.
%En el afio 2010.
sLugar: INAOCE.
%El programa corre en Matlab R2013a
$Funcion para calcular el coeficiente de esparcimiento a partir de
una
%imagen OCT.
Signal=10." (handles.Matriz/20); %Se convierte la Matriz de db(log) a
los valores de FFT
set (handles.textl10, 'Visible', 'On'")
set (handles.textll, 'Visible', 'On'")
n=str2double (get (handles.n, 'String'));
g=str2double (get (handles.qg, 'String'));
EcuacionAjuste=EgAjuste(n,qg);
set (handles.textll, 'String', EcuacionAjuste)
$programa ajuste%
$Dibujar Linea de escaneo
% [ancho, largo]=size (handles.ImagenOCTvar) ;

[pl,posicion]l=ginput (1) ;

x=linspace (0, handles.SizeX*handles.deltax,2000);
axes (handles.ImagenOCT)
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hold on;

plot (x,posicion, 'y-")

plot (x,posicion+l6*handles.deltay, 'r-")
hold off;

o\

i=1;
ValAjuste=[];
R2=[];
sse=[];
iden=handles.ImagenOCT;
iden2=handles.grafiy;
while i==
axes (handles.grafix); axis on
axes (handles.grafiy); axis on
axes (handles.ImagenOCT) ;
[x,y,boton]=ginput(l); %Se obtienen las coordenadas donde esta
el Mouse
x=str2double (int2str (x/handles.deltax)) ;
y=str2double (int2str (y/handles.deltay)) ;
a=(y:handles.SizeY)"';
tabla=[a,Signal (y:end,x-50:x+50)1];
[TablaLargo, TablaAncho]=size (tabla);
aux=tabla (1l:Tablalargo,2:TablaAncho);
promedio=mean (aux"') ';
TablaProm=[a,promedio];
axes (handles.grafix)

plot (TablaProm(l:Tablalargo,l) *handles.deltay,TablaProm(l:TablalLargo

/2), "D ")

xlabel ('Profundidad z [mm]"'");

ylabel ('Intensidad [U.A]");

grid

axes (handles.ImagenOCT)

if boton== $Se manda a guardar la tabla con la que se
realizard el ajuste. Se realiza ajuste.

position = findstr(' ',handles.FileName);

Path2=strcat (handles.Path, strcat (handles.FileName (l:position-
1),' Extraccion\'));

mkdir (Path?2);

ASalida=strcat (Path2, handles.FileName (l:position-1),"' X-
',num2str (x-50), 'a', num2str (x+50),"' Y-',num2str(y),"'.txt");

save (ASalida, 'TablaProm', '-ascii', '-tabs"')

axes (handles.grafix)

$while j==

[L,H,boton2]=ginput (1) ;

[cl,gofl]=AjusteFun (TablaProm, iden, iden2,L/handles.deltay, handles.de
ltay,EcuacionAjuste);
ValAjuste=[ValAjuste;cl.b];
R2=[R2;gofl.rsquare]; %nuevo
sse=[sse;gofl.sse]; %nuevo
set (handles.Extraido, 'Visible', 'On'")
set (handles.R2, 'Visible', 'On') %nuevo

e

e

115



Apéndice D.

o o

o°

.,
1,

1,

PromDes=strcat (num2str (PromedioAjustes), '+',num2str (DesEstand)) ;

o°

o°

end

set (handles.sse, 'Visible', 'On') %nuevo
set (handles.Extraido, 'String',ValAjuste)
set (handles.R2, 'String',R2) %nuevo
set (handles.sse, 'String',sse) %nuevo

set (handles.text7, 'Visible', 'On"')

set (handles.text8, 'Visible', 'On"')

set (handles.text9, 'Visible', 'On"')

end

if boton==
i=2;
$NUEVO

ASalidaExt=strcat (Path2,handles.FileName (l:position-

_Extraido','.txt');

ASalidaR2=strcat (Path2,handles.FileName (l:position-

_R2','.txt');

ASalidasse=strcat (Path2,handles.FileName (l:position-
sse','.txt'");

save (ASalidaExt, 'vValAjuste', '-ascii', '-tabs')

save (ASalidaR2, 'R2', '-ascii', '-tabs')

save (ASalidasse, 'sse', '-ascii', '-tabs"'")

000

000

PromedioAjustes=mean (ValAjuste) ;
DesEstand=std (ValAjuste) ;

set (handles.PromedioMu, 'Visible', 'On'")
set (handles.textl1l0, 'Visible', 'On'")
set (handles.PromedioMu, 'String', PromDes)
end

Funcién: PromediolmagenPAOlL.m

func
%Pro
%En

tion PromedioImagenPAOI
gramado por: Alexis Vazquez Villa.
el afio 2011.

sLugar: INAOCE.
%$El programa corre en Matlab R2013a

$Funcion que promedia un numero x de imagenes OCT y matrices con

%inf
[Fil
if i

else

end

suma
suma
h=wa

ormacion OCT ademas de guardarlos

eName Path]=uigetfile({'*.bmp'}, 'Abrir Imagen');

sequal (FileName, 0)

return

position = findstr(' ', FileName);

archivosl=dir (strcat (Path,FileName (l:position), '*BScan.txt'));
archivos2=dir (strcat (Path,FileName (l:position), '*BScan.bmp'));
sl=zeros (2000,512);

s2=zeros (512,2000) ;
itbar (0, 'Promediando imagen = ');
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for i=l:size(archivosl, 1)
waitbar (i/size (archivosl,1),h,strcat ('Promediando imagen =
', num2str (i-1)));
x=load (strcat (Path,archivosl (i) .name)) ;
sumasl=sumasl+x;
y=double (imread (strcat (Path,archivos2 (i) .name)));
sumas2=sumasz2+y;
end
close (h)
PromMatOCT=sumasl/i;
PromImOCT=sumas2/1i;

ASalidaMat=strcat (Path,FileName (l:position), 'Promedio BScan','.txt')

’

save (ASalidaMat, 'PromMatOCT"', '-ascii', '-tabs')

ASalidaIm=strcat (Path,FileName (l:position), 'Promedio BScan','.bmp');
imwrite (uint8 (PromImOCT) ,ASalidalIm)
ASalidaSrm=strcat (Path,FileName (l:position), 'Promedio','.srm'");

datos=textread(strcat (Path, strcat (FileName (1l:end-10),"'.srm")),
551

fid = fopen(ASalidaSrm, 'wt');

for 1 = 1l:size(datos,1)

if i<size (datos, 1)
cadena=datos{i};
fprintf (fid, '$s\n', cadena) ;

else
cadena=datos{i};
Indice=findstr('"',datos{i});
cadena=strcat (cadena(l:Indice), 'Promedio de Imagenes ',
FileName (l:position-1), '""'");
fprintf (fid, '$s\n', cadena) ;
end

end
fclose (fid) ;

Archivo: PAOL.fig

TR Ry LT H-LL 0

Edge Mgartien

Figura D. 1. Disefio de la interfaz grafica para el programa de andlisis de imagenes OCT.
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Programa 4: Programa para calcular los coeficientes de asfericidad de un
sistema Optico mediante el trazo de rayos exactos y el algoritmo descrito en

[36]. El programa es una interfaz grafica de usuario y requiere los cddigos:

FunAspheric.m, trazorayos.m, Yy el archivo AsfericGUI.fig.
Cddigo:

function varargout = AsfericGUI (varargin)
$Programado por: Alexis Véazquez Villa.
%En el afio 2015.

%$Lugar: INAOE.

$El programa corre en Matlab R2013a

$Programa que calcula el coeficiente de asfericidad de un sistema

optico.
% Last Modified by GUIDE v2.5 02-May-2015 12:45:14

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui Singleton = 1;

gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @AsfericGUI_ OpeningFcn,
'gui OutputFecn', @AsfericGUI OutputFcn,
'gui LayoutFecn', 1,
'gui Callback', [1;

if nargin && ischar (varargin{1l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout

[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, vararginf{:

else

gui mainfcn(gui State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% —--—- Executes just before AsfericGUI is made visible.
function AsfericGUI OpeningFcn (hObject, eventdata, handles,
varargin)

clc

set (handles.TablaDatos, 'Data',cell (3,3))
set (handles.alturas, 'Data',cell (1,2))
set (handles.Coeficientes, 'Data',cell(1,1))

% Choose default command line output for AsfericGUI
handles.output = hObject;

% Update handles structure

guidata (hObject, handles);

% ——— Outputs from this function are returned to the command line.

1)
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function varargout = AsfericGUI OutputFcn (hObject, eventdata,
handles)

varargout{l} = handles.output;

guidata (hObject, handles) ;

% —-—-- Executes when entered data in editable cell(s) in TablaDatos.
function TablaDatos CellEditCallback (hObject, eventdata, handles)
guidata (hObject, handles);

guidata (hObject, handles) ;

function Filas Callback (hObject, eventdata, handles)
guidata (hObject, handles) ;
% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function Filas CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white'") ;

texto=num2str (handles.Datos) ;

set (hObject, 'String', texto)
end
guidata (hObject, handles) ;
% —--- Executes on button press in CrearFila.
function CrearFila Callback (hObject, eventdata, handles)
viejos=get (handles.TablaDatos, 'Data');
nuevos=[viejos;cell(1,3)];
set (handles.TablaDatos, 'Data’', nuevos) ;
% —--—- Executes on button press in CrearFilaAlturas.
function CrearFilaAlturas Callback (hObject, eventdata, handles)
viejos=get (handles.alturas, 'Data’');
nuevos=[viejos;cell (1,2)];
set (handles.alturas, 'Data', nuevos) ;
guidata (hObject, handles) ;
% ——-—- Executes on button press in QuitarSuperficie.
function QuitarSuperficie Callback (hObject, eventdata, handles)
viejos=get (handles.TablaDatos, 'Data') ;
nuevos=[viejos(l:end-1,:)];
set (handles.TablaDatos, 'Data', nuevos) ;
% —--- Executes on button press in EliminarAltura.
function EliminarAltura Callback (hObject, eventdata, handles)
viejos=get (handles.alturas, 'Data');
nuevos=[viejos(l:end-1,:)];
set (handles.alturas, 'Data', nuevos) ;
guidata (hObject, handles) ;
% ——-—- Executes on button press in Calcular.
function Calcular Callback (hObject, eventdata, handles)
Matriz=get (handles.TablaDatos, 'Data’');
R=cell2Z2mat (Matriz (2:end,1)");
alturas=get (handles.alturas, 'Data’');
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yy=cellZmat (alturas(:,1)"');

distancias=Matriz (l:end-1,2)"';
dfinal=alturas(:,2);

dd=repmat (distancias,size (dfinal),1);
dd=cell2mat ([dd,dfinall);

n=cell2mat (Matriz(:,3)");

A=FunAspheric (R,yy,dd,n);

set (handles.Coeficientes, 'Data', num2cell (A));
guidata (hObject, handles) ;

% —-—-—- Executes on button press in Guardar.

function Guardar Callback (hObject, eventdata, handles)
[NombreArchivo, Directorio]l=uiputfile ('*.txt', 'Guardar Archivo');
save (strcat (Directorio, NombreArchivo));
fileID=fopen(strcat (Directorio,NombreArchivo), 'w');
Matriz=cell2mat (get (handles.TablaDatos, 'Data') ") ;
yy=cell2mat (get (handles.alturas, 'Data') ') ;

A=cell2mat (get (handles.Coeficientes, 'Data'));

fprintf (fileID, 'Columnas = 3\r\n');

fprintf (filelID, '%4.4f $4.4f $4.4f\r\n',Matriz);
fprintf (filelID, '"Columnas = 2\r\n');

fprintf (filelID, '%4.4f %4.4f\r\n',vyy);

fprintf (fileID, 'Columnas = 1\r\n');

fprintf (filelID, '%4.6e\r\n',R);

fclose (filelID) ;

guidata (hObject, handles) ;

—~ o~~~

% —--- Executes on button press in Cargar.

function Cargar Callback (hObject, eventdata, handles)

[NombreArchivo,Directorio]l=uigetfile('*.txt', "Abrir Archivo');

fileID=fopen (strcat (Directorio,NombreArchivo), 'r");

Block=1;

for i=1:3
Entrada=textscan (filelID, 'Columnas = %$f');
NumCols=4-Block;
formato=repmat ('$f',1,NumCols) ;
Entrada=textscan (filelID, formato) ;
Datos{Block,1l}=cell2mat (Entrada) ;
eob=textscan (fileID, '%s', 1, 'delimiter', "\n");
Block=Block+1;

end

fclose (filelID);

Parametros=cell2mat (Datos(1,1));

Alturas=cell2mat (Datos(2,1));

coeficientes=cell2mat (Datos(3,1));

set (handles.TablaDatos, 'Data',num2cell (Parametros)) ;

set (handles.alturas, 'Data',num2cell (Alturas)) ;

set (handles.Coeficientes, 'Data',num2cell (coeficientes));

guidata (hObject, handles) ;

Funcion: FunAspheric.m

function A=FunAspheric(R,yy,dd,nn)
$Programado por: Alexis Vazquez Villa.
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$En el afio 2015.

$Lugar: INAOE.

%$El programa corre en Matlab R2013a

$Funcién que calcula el coeficiente de asfericidad de un sistema
optico.

global c;

global n;

global d;

I [ L
~e N Ne S.

~e

o=z T ﬁ X DN KX
PR OOOO—m—m—

./R; S%curvatura

n=nn;

%Calculo del coeficiente

%Este ciclo depende del numero de coeficientes de asfericidad a

calcular

for constantes=1:numel (yy)

y=yy (constantes) ;

L=0;

M=0;

N=1;

d=dd (constantes, :);

for i=1:numel (R)-1;
[x,v,z,L,M,N,Delta,parar]=trazorayos (x,v,z,L,M,N,1i);
if parar==1;

break
end
X (i) =x;
Y (i)=y;
Z(i)=z;
if i==

D(i)=Delta;
elseif i>1 && i<=numel (R)
D(i)=sqgrt ((X(i)-X(i-1))"2+ (Y (1)-Y(i-1))"2+(Z(1)-2Z (i-
1)+d (1)) "2);
end
end
if d(l)==inf
a=n (end) *2-n(end-1) "2;
b=2* (n(end) "2*Y (end) *M-n (end) "2* (d (end) +d (end-1) -
Z (end) ) *N+n (end-1) * (sum(n (2:end) .*d(2:end) ) —sum(n (2 :end-
2) .*D(2:end))-n(1)*Z(1)));
cc=n (end) "2*Y (end) "2+n (end) "2* (d (end) +d (end-1) -Z (end) ) "2-
(sum(n(2:end) .*d(2:end) ) -sum(n(2:end-2) .*D(2:end))-n(1l)*Z2 (1)) "2;
end
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Dasf=-2*cc/ (b+sqrt (b"2-4*a*cc)) ;
Xasf=X (end) +tDasf*L;
Yasf=Y (end) +Dasf*M;
zasf=[Zasf; 7 (end)+Dasf*N-d (end-1) ]

Zesf=|[

c(end) "2* (Xasf"2+Yasf"2)))1;
Xfin=[Xfin;Xasf];
Yfin=[Yfin;Yasf];

end

Matriz=[];

Zvector=[];

for i=l:numel (yy)
for j=l:numel (yy)

Matriz (i,]J)=(Xfin (i) "2+Yfin (i) "2)"(j+1);

end
Zvector=[Zvector;Zasf (i) -Zesf (i) ];
end
%$Salida
A=Matriz” (-1) *Zvector

Funcién: trazorayos.m

function [x,y,z,L,M,N,delta,parar]=trazorayos(x,v,z,L,M,N,1)

$Programado por: Alexis Véazquez Villa.
%En el afio 2015.

sLugar: INAOCE.

$El programa corre en Matlab R2013a

$funcion que calcula el trazo de rayos exacto para un sistema

optico.
global c;
global n;
global d;
%$%transferencia
if d(i)==inf
X=X;
Y=Yi
z=0;
else
x=x+(d(1)-z)*L/N;
y=y+(d(i)-z) *M/N;
z=0;
end
F=c (1) *(x"2+y"2);
G=N-c (1) * (L*x+M*vy) ;
if G*"2-c (i) *F<0

disp('El rayo no toca la superficie')

parar=1;

else
delta=F/ (G+sgrt (G"2-c (i) *F));
x=x+L*delta;
y=y+M*delta;

Zesf; (c(end) * (Xasf"2+Yasf"2))/ (1+sgrt (1-
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z=N*delta;
parar=0;
end
$%$Refraccion
cosI=sqgrt (G"2-c (i) *F);
npcosIp=sqrt (n(i+l) "2-n (i) "2* (1-cosI”"2));
K=c (i) * (npcosIp-n(i) *cosI);
L=(n (1) *L-K*x) /n (i+1);
M *M-K*y) /n (i+1) ;
N *N-K*z+npcosIp-n(i)*cosI)/n(i+1);

(n(1)
(n(i)
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Figura D. 2. Disefio para el programa que calcula el coeficiente de asfericidad para un sistema
Optico.
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INDICE DE FIGURAS

Figura 1. 1 a) Profundidad de la luz y técnicas 6pticas que se utilizan para visualizarlas
(imagen obtenida de una presentacion dada por el Dr. Ruikang Wang en la Escuela de
Optica biomédica). b) Grafica que relaciona diversos tipos de técnicas con su profundidad de
penetracion y su resolucion (imagen obtenida de http://discover.osa.org/optical-society-
blog/bid/337759/Pushing-the-limits-of-imaging-resolution-and-penetration-depth). 1
Figura 1.2. Esquema 6ptico de un TD-OCT, la fuente de iluminacién es un diodo
superluminicente (SLD), la luz se envia al brazo de referencia el cual tiene un espejo que se
mueve longitudinalmente, el brazo de muestra consta de un sistema confocal el cual filtra la
luz a solo el punto de interés, al mover el escaner se detecta la sefial en el detector y se
procesa la sefal para obtener un escaneo axial. El escaner en el brazo de muestra permite

obtener escaneos axiales adyacentes. 3

Figura 1.3. El objeto es iluminado a lo largo del eje z negativo, la luz retroesparcida es
detectada en el punto P, k@ es el vector de onda de iluminacién k® es el vector de onda de

la luz retroesparcida, OB es el objeto. Imagen tomada de [4]. 6

Figura 1.4. Configuracién de luz blanca, k® = vector de onda de iluminacién, k®= vector de
onda de la luz retroesparcida, k(® = vector de onda de la luz de referencia, BS divisor de
haz, RM espejo de referencia, DG, rejilla de difraccion, PA arreglo de fotodetectores, WL

fuente de luz blanca. Imagen tomada de [4]. 7

Figura 1.5. Esquema de un SD-OCT el sistema es muy parecido al de TD-OCT con la
diferencia de que el espejo de referencia RM se mantiene fijo y el detector se cambia por un
espectrometro. RD es una rejilla de difraccién, CL es una camara lineal. En este caso la
informacion de profundidad depende de las frecuencias de la luz retroesparcida, a mayor

profundidad mayor frecuencia. 9

Figura 1.6. Esquema de un SS-OCT, es similar al esquema de SD-OCT con la diferencia de
que aqui se utiliza una fuente de iluminacién que puede cambiar rapida y continuamente su
longitud de onda, el espejo de referencia RM al igual que en SD-OCT se mantiene fijo, y aqui

la sefial interferométrica es grabada por un detector. 10

Figura 1.7. Ejemplo de la transformada de Fourier para el caso de dos reflectores la linea
roja corresponde a una fuente con un ancho espectral de 25 nm, la linea azul corresponde a
una fuente con un ancho de 100 nm, como se puede observar al aumentar el ancho de
banda espectral el ancho de los picos disminuye. En la imagen también se pueden ver los
artefatos producidos por el término DC, los términos de auto-correlacion y los artefactos de

imagen espejo. 14
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Figura 1.8. Relacién entre la resolucion axial, transversal y la profundidad de foco, la
resolucion axial aunque puede ser alta para aperturas numéricas bajas deberia estar
contenida dentro de la profundidad de foco del haz, sin embargo esto implica una resolucién

transversal baja. Imagen tomada de [9] 15

Figura 1.9. sefiales capturadas con el equipo SR-OCT930 para un mismo objeto localizado
a diferentes distancias de la lente de muestra. Arriba sefial para el objeto en z = f, abajo
sefial para el objeto en z = f + 0.8 mm. Como se puede observar la frecuencia de la sefial de

interferencia es mas alta al aumentar la profundidad. 17

Figura 1.10. Espectros de absorcion para diferentes sustancias importantes en tejidos
biolégicos, como son la hemoglobina oxigenada y desoxigenada, asi como del agua y la

grasa. Imagen obtenida de [11]. 18

Figura 1.11. a) Segmento anterior y posterior del ojo, b) imagenes OCT tomadas de la
camara anterior del ojo donde se mide el angulo que forma la pupila con la cérnea para
diagndstico de glaucoma, c) imagen de la retina donde se pueden observar las diferentes
capas que la conforman. Imagenes tomadas del laboratorio del Dr. Wang en la Universidad
de Washington
(http://depts.washington.edu/wangast/Ricky_Wangs_Lab/Galleries_Videos.htm). 19
Figura 1.12. Arriba imagen completa del ojo tomada con un sistema SS-OCT, abajo
biometria ocular. Gracias al rango extendido de este OCT se puede tomar imagenes
completas del ojo que permite medir su distancia total y la distancia entre cada componente.

Imagen tomada de [12]. 20

Figura 1.13. Comparacion de una imagen OCT tomada con la primera generacion (TD-OCT)
y la dltima generacion (SS-OCT) se puede observar que con la Ultima tecnologia se tiene
una mejor distincion en las capas del tejido, lo cual permite realizar diagnésticos mas
confiables. Imagen tomada de: http://sweptlaser.com/3-generations-of-OCT 20
Figura 1.14. Diferentes tejidos sanos (columna izquierda) y con tumor exofitico (columna
derecha) se puede apreciar que cuando existe un tumor en la mayoria de los casos lo que se
produce es una mayor homogeneidad en los tejidos, por ejemplo para el caso de cervix
uterino sano se puede distinguir entre la capa del epitelio y la lJdmina propia, en cambio
cundo existe presencia de tumor, ya no se tiene distincion entre ambas capas. Imagen
tomada de [14]. 21

Figura 2. 1. Diagrama esquematico del equipo SR-OCT930, consta de un SLD como fuente
de iluminacion y un espectrometro como detector, ademas de una sonda de prueba que

contiene el espejo de referencia y la lente de muestra y un escaner lo que permite obtener
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imagenes bidimensionales, la luz retroesparcida e interferida es colectada por la fibra éptica
y enviada al espectrometro, donde la sefial es procesada por la computadora para generar la
1 gE=To 1= o P OO PO PP PPPPTOPPP 28
Figura 2.2. Partes del equipo SR-OCT930 el equipo consta de una computadora, una fuente
de iluminacion, un espectrometro y la sonda manual...........cccoceeiiiiiieiie e 28
Figura 2.3. Partes del cuello uterino. El endocérvix (verde) mas cercano al Utero, el epitelio
de revestimiento es cilindrico simple, en la lamina propia se pueden ver glandulas. El
exocérvix (amarillo) cerca de la vagina, epitelio escamoso estratificado y ausencia de
glandulas en la lamina propia. En medio de ambas capas hay una capa de musculo liso
(r0jo). IMmagen toMAda A& [21]......cocuuiiie ettt aanee s 29
Figura 2.4. Mucosa del exocérvix. a) Epitelio escamoso estratificado. b) Lamina propia sin
glandulas pero altamente vascularizado. ¢) Capa muscular. El tamafio del epitelio es de
aproximadamente 190um, el tamafio de la lamina propia es de aproximadamente 1690um.
g toTo o]l o] g =T b= e [ 2 | PP PPPPPRt 30
Figura 2.5. a) Imagen original obtenida con la camara CCD. b) Imagen indicando la linea de
escaneo y un indicador de las dimensiones de la imagen, generado automaticamente por el
o] f0T0] =11 1 = VAPPSR 31
Figura 2.6. Diferentes formas de diagnosticar lesiones en el cérvix utilizando el efecto
acetoblanco en el tejido, cuando existe una lesion se tienen bordes bien definidos. Imagen

(e aqF= 1o F= W o [N 24 PP PP 33
Figura 2.7. a) Configuracion del equipo para medir las muestras, consta de una base xy para
obtener imagenes en distintos planos, ademas de una base con movimiento z para enfocar
la imagen. b) Tejido de cérvix ex-vivo marcado utilizando un hilo. ..............ccceeveiiiienieeininns 34
Figura 2.8. Imagenes de tejido cervical recién extraido. Arriba imagen obtenida con la
cadmara CCD, la zona blanca muestra la lesién. Abajo, imagen OCT se puede notar en la
parte donde esté la lesion invasién de una capa de tejido a otra. La imagen consta de 1000
A S CANS. ettt et e e et et e e et et e et e e et e e e ba e e e e e e rnra s 36
Figura 2.9. Imagenes de tejido cervical, después de ser introducido dos dias en formol. Fila
superior imagenes CCD, fila inferior imagen OCT. La columna izquierda es la imagen para
una zona con lesion. La columna derecha corresponde a una parte sana. Se utilizé un hilo
PAra MArCAr 18 MUESTIA. ..ottt e e et e e e e e e e s bbb e e e e e e e s e annbeeeeeaaeeeaannnes 36
Figura 2.10. Tejido cervical fresco. Abajo imagen OCT donde se pueden observar lo que
parecen ser las estructuras de las glandulas como se observa en la figura 2.4. El tejido
estaba inflamado, y segun la inspeccion de la ginec6loga no habia lesion. ...........cccccceeee.. 37
Figura 2.11. Tejido cervical después de estar 5 dias en formol. Columna a) zona identificada

como lesion, no se pueden distinguir capas ni estructuras internas. Columna b) zona
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identificada como sana, tampoco se pueden identificar capas. En la esquina superior de la
imagen OCT se puede observar el artefacto de las imagenes espejo. ........ccceevcveerieeeriennnne 38
Figura 2.12. Tejido cervical fresco. Columna a) tejido identificado como lesionado. Columna
b) tejido identificado como sano, se puede distinguir una tenue franja en el borde que parece
SEI I EPITEIIO. ..ttt 39
Figura 2.13. Tejido cervical después de estar dos dias en formol. Columna a) tejido
identificado como lesionado. Columna b) tejido identificado como sano, aun se puede
identificar una pequefia capa que parece ser el epitelio. ......cceeveeeviiiciiiieiie e 39
Figura 2.14. Tejido cervical fresco. a) Tejido identificado como lesionado, como se puede ver
en la imagen CCD se distinguen las zonas lesionadas por efecto del acetoblanqueamiento,
sin embargo en la zona sana se puede distinguir la capa del epitelio. b) Zona identificada
como sana, en este caso la distincion entre el epitelio y la lamina propia es evidente.......... 40
Figura 2.15. Tejido cervical después de estar 3 horas sumergido en formol. a) Zona
identificada como lesién, aun se pueden distinguir las zonas afectadas por el
acetoblanqueamiento en la imagen CCD y se observa que corresponden a las zonas mas
intensas en la imagen OCT. b) Zona identificada como sana, se observa la distincién entre
=TT (=] Lo TV F= La T 4 F= W o] (] o1 PRSPPI 40
Figura 2.16. Tejido cervical fresco. a) Zona identificada como lesionada, no se observa
distincién entre las capas del tejido, se muestra ademas el efecto de tener una imagen fuera
de foco en la imagen OCT. b) Zona identificada como sana, no se puede apreciar distincién
LT 01 (S o= 1= L PPN 41
Figura 2.17. Tejido cervical después de 5 horas en formol. a) Zona identificada como
lesionada, se observan zonas mas intensas. b) Zona identificada como sana, el tejido se
observa mas homogéneo pero no se nota distincién entre el epitelio y la lamina propia. ..... 42
Figura 2.18. a) Biopsia fresca, se puede observar que la imagen OCT del tejido es
homogénea. b) Biopsia después de cinco horas y media inmersa en formol, nétese que la
estructura externa cambia ligeramente y que la intensidad de la sefial aument6 debido al
10 1 121 RSP 43
Figura 2.19. a) Imagen de tejido cervical fresco, el recuadro muestra la ampliacién de la
lesién, b) zona marcada como sana se puede observar que existen algunas partes con ligera
distincion de epitelio y estroma pero otras completamente homogéneas. ...........ccceccvveeeennee. 44
Figura 2.20. Imagen del tejido después de estar cinco horas y media en Formol. a) Zona
marcada como lesion, se puede observar que las estructuras celulares siguen
manteniéndose semejantes al tejido fresco. b) Zona marcada como sana, nétese el aumento

de intensidad en la imagen después de estar sumergido en formol. .........cccccceevviviiinnnneenn. 44
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Figura 2.21. a) Tejido fresco de zona identificada como sana, sin embargo se observan
zonas con mayor intensidad y no se observa diferencia entre el epitelio y lamina propia. b)
Tejido después de cinco horas y media en formol. .......ccoocivieiiiiie e 45

Figura 3. 1. Fila superior higado de pollo, fila inferior corazén de pollo. De izquierda a
derecha tejido fresco, después de aplicado el acido acético y después de inmerso en formol

respectivamente para ambas filas. Las cintas se utilizaron para identificar la zona que se

Figura 3. 2. El recuadro azul muestra la ROl tomada, se promediaron todas las A-line

dentro del recuadro, la grafica resultante esta indicada por la flecha azul. La linea roja indica
la sefial para Un SOI0 A-lINE. ... ... 49
Figura 3. 3. Sefales promedio para las muestras de higado (linea negra) y corazén (linea
azul). Para el tejido fresco previo a la aplicacién del 4Cido acétiCo.........ccccveveeeeiiiiciiiieeneeenn. 50
Figura 3. 4. a) y b) Sefales promedio OCT para higado de pollo con concentraciones de 5%
y 15% de &cido acético respectivamente para el tejido previo a la aplicacion de acido acético
(linea negra), 1 minuto después de la aplicacién (linea roja) y 5 minutos después (linea roja).
Las graficas c) y d) corresponden al corazén de pollo respectivamente............ccccceeeeeeeennns 51
Figura 3. 5. Sefales promedio OCT para: a) higado de pollo para antes de estar inmerso en
formol (linea negra), un dia después (linea azul) y siete dias después de ser inmerso en
formol (linea roja). b) Graficas correspondientes para el corazén de pollo. .............cccuuveeee. 51
Figura 3. 6. Imdgenes OCT para higado (columna izquierda) y corazén de pollo (columna
derecha) fresco (a) y (b), un minuto después de la aplicacién de &cido acético al 15% (c) y
(d) y cinco minutos después de la aplicacion (e) y (f). Nétese como con el paso del tiempo se
obtiene un incremento en la sefal a mayor profundidad. ........................c 52
Figura 3. 7. Imagenes OCT para corazon de pollo (a) antes de aplicar acido acético y formol,
(b) después de estar un dia sumergido en formol, (c) dos dias después y (d) seis dias

Lo LTS o0 1= PRSPPI 52
Figura 3. 8. Imagenes OCT de un limon utilizado como patrén, tomadas en la misma
posicién y aumentando el rango de escaneo lateral para 2 mm (primera columna), 4 mm
(segunda columna) y 6 mm (Ultima columna). En la primera fila se tienen capturas de
pantalla del software de adquisicién del equipo, la segunda fila son las imagenes guardadas
por el equipo, la tercera columna corresponde a las imagenes corregidas por el software

(o (=T Vo [0 PP 54
Figura 3. 9. Capturas del programa de analisis de imagenes OCT. a) Imagen normal, b)

Imagen a la que se le aplico el método de Prewitt, c) medicion de tamafios en las estructuras
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y despliegue de las gréaficas A-line y transversal, d) proceso del calculo del promedio de las
[13gF= To =T o 1= T TSRO 55
Figura 3. 10. a) Imagen del microscopio BX51 de Olympus. b) Corte transversal del
microscopio, el cual puede funcionar con iluminacion transmitida o reflejada. En nuestro caso
se utilizo la iluminacion reflejada. ..o 56
Figura 3. 11. Modelos utilizados. a) Modelo hecho con resina epoxi, se marcan las dos
regiones de interés encerradas con un circulo. b) Cascara de limén. c) Ufia. Las ROI
estudiadas estan marcadas entre CIrCUIOS. .........oieiiiiiiiiiiiiee e 57
Figura 3. 12. a) Imagen de microscopio 6ptico del modelo de epoxi para la ROI 1, las flechas
muestran donde se colocd la sonda OCT. b) Correspondiente imagen OCT para el punto A.
C) Imagen OCT para €l PUNTO B. .........oiiiiiiiiieiii et 58
Figura 3. 13. a) Imagen de microscopio optico para la ROI 2, la flecha muestra donde se
coloco6 la sonda OCT. b) Imagen OCT, la puntilla de 0.5 mm no puede verse. .........cccce....... 59
Figura 3. 14. a) y b) imagenes de la cascara de limén obtenidas con el microscopio y con la
OCT respectivamente. ¢) y d) imagenes de la uiia obtenidas con el microscopio y con la OCT

FESPECTIVAIMEBNTE. ... s 60
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Figura 4. 2. Imagenes OCT para una hoja de manzano colocando el foco comenzando por
a) la superficie de la muestra y moviéndolo dentro de la muestrab) a d)..........ccoeecvvieennnenn. 64
Figura 4. 3. a) a d) Imagenes tomadas de tejido cervicouterino a diferentes distancias entre
la sonda y la muestra, €) combinacion de las imagenes anteriores para crear una imagen
enfocada en un Mayor FaNQO. .......ccoeeeiiii e 65
Figura 4. 4. Parametros utilizados para calcular los coeficientes de la superfice asférica.
DO0,1,.., k son las distancias a lo largo del camino 6ptico, n0,1,.., k son los indices de
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Lo (SR (=TS O L=To V2= T 1= (= TSP 75
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