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Abstract

Las aplicaciones médicas de la luz han permitido el acceso a técnicas cuantitativas mas precisas y confiables
que los estédndares de oro utilizados por el personal médico para la deteccién temprana de enfermedades,
asi como la aplicacién y valoracién de tratamientos basados en la luz. A la fecha, diversas técnicas de
espectroscopia e imagenologia se han utilizado en conjunto con técnicas numéricas de analisis multivariado
y estadistico para el procesamiento e interpretacién de datos, dando como resultado, nuevas herramientas
de apoyo que presentan como ventajas el hecho de que son de naturaleza no-invasiva y que pueden obtenerse
resultados de forma individualizada. De esta forma se obtiene un resultado mas confiable para los pacientes
ya que se evitan falsos positivos y/6 negativos en el diagnéstico de enfermedades asi como reincidencias
de las enfermedades una vez tratadas y un manejo mas 6ptimo de los tratamientos. Como forma de
seguimiento a la investigacién previamente realizada, el trabajo de investigacion presentado en esta tesis
versa sobre la aplicacién de métodos épticos no-invasivos para la valoracion de tratamientos dermatologicos
basados en la luz, cubriendo los dos abordajes utilizados en la éptica biomédica. En particular se estudian
los efectos de una cirugia laser fraccional ablativa como tratamiento para cicatrices de acné utilizando
técnicas de espectroscopia e imagenologia para obtener una valoracién de las interacciones luz/tejido y de
esta forma darle un seguimiento individualizado y no-invasivo a los pacientes que se sometieron a dicho
tratamiento. Ademas, se incluye un estudio para deteccion temprana de rosacea, asi como un estudio para
valorar los efectos de un tratamiento tépico, el cual es cominmente utilizado por el personal dermatolégico

para el manejo de la enfermedad.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Meétodos ()pticos para el Diagnéstico Médico

Las aplicaciones de la luz dentro de la medicina han incrementado de forma considerable debido al éptimo
aprovechamiento de las interacciones de la radiacién electromagnética con el tejido biolégico, teniendo
como principal interés el desarrollo de tecnologias innovadoras, mas réapidas, mas precisas y de menor
coste para procedimientos médicos. Entre las principales ventajas de estas tecnologias con respecto a los
métodos clinicos tradicionales esta la naturaleza no-invasiva de la radiacién utilizada, la posibilidad de
obtener estudios de forma individualizada, el aprovechamiento de poderosas herramientas de computo y
andlisis numérico que ofrecen la posibilidad de obtener resultados mas confiables, de mayor resolucién y

de fécil reproduccion.

La 0ptica Biomédica es la disciplina que versa sobre las interacciones de la luz con la materia biolégica
para aplicaciones médicas, la cual se divide en dos ramas: los Métodos Opticos para Diagnostico Médico
No-Invasivo, donde se busca cuantificar las propiedades histologicas de los tejidos y estudiar las posibles
variaciones que se originen en ellos debido a la presencia de alguna enfermedad, y en las Terapias Basadas
en la Luz, donde se busca erradicar la presencia de enfermedades, al originarse efectos complejos como

resultado de las interacciones luz/tejido que puedan utilizarse con fines terapéuticos [1, 2, 3, 4, 5, 6].

El concepto de utilizar la luz para diagnéstico temprano de enfermedades fue propuesto en 1984 por
Robert Alfano et Al., donde se establece que los tejidos sanos presentan diferencias considerables con los
tejidos enfermos al ser irradiados por una fuente de luz [7], iniciando una serie de investigaciones que sigue
creciendo a la fecha bajo el concepto de Biopsia Optica [8], el cudl, es el conjunto de técnicas experimentales
utilizadas para la deteccién temprana de enfermedades y la valoracion de tratamientos médicos de forma
no-invasiva e individualizada [9]. Este abordaje de la éptica biomédica presenta diversas ventajas en

comparacion con la Biopsia, considerada como el estandar de oro en el diagnéstico de enfermedades [10].



Las mediciones se realizan directamente sobre la superficie del cuerpo de un ser vivo (In Vivo), en un
laboratorio a partir de la incisién y preparacién previa de la muestra (In Vitro) o bien, sobre el estado de
origen de la muestra (In Situ) [11, 12, 13, 14, 15]. Para realizar la deteccién de patrones caracteristicos
de las muestras bioldgicas, también conocidos como Biomarcadores, es necesario que la muestra no sufra
dafio alguno al ser expuesta a la fuente de iluminacién, es por eso la importancia de utilizar radiacién
no-ionizante. Por lo tanto, se utilizan fuentes de iluminacién que operan en el rango del Visible ( VIS,
por sus siglas en inglés, Visible) y del Cercano Infrarrojo (NIR, por sus siglas en inglés Near Infrared),
el cudl es conocido como Ventana Terapéutica [16], Ventana de Diagnéstico [17) 6 Ventana Optica de los
Tejidos I, y que va de los 700nm — 1.2um dentro del Espectro Electromagnético, y es en este rango donde
la absorcién y el esparcimiento de la luz en los téjidos son bajos, la profundidad de penetraciéon es mayor,

y sobre todo, la alta disponibilidad de fotodetectores que operan en este rango (Figura 1.1).

En anos recientes el término de ventana terapéutica ha sido extendido a diferentes rangos, haciendo
de esta forma que las posibilidades de utilizar la luz para fines de diagnéstico médico sean mayores. Las
ventanas Gpticas propuestas son [18, 19, 20]: Ventana II (1.1 — 1.35um), Ventana III (1.6 — 1.87um) y
Ventana IV (2.1 — 2.35um).
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Figura 1.1: Espectros de absorcién de la piel humana, la aorta, diversos componentes tisulares (agua,
epidermis y los melanomas), y de la sangre [11].



Adicionalmente a los métodos Opticos, las técnicas de simulacién numérica son de gran utilidad para
modelar y predecir el comportamiento de la radiacién utilizada dentro de los tejidos, y de esta forma
obtener un marco de referencia [21]. Desde su introduccién en la éptica biomédica en 1995 por Steven L.
Jacques y Lihong Wang [22], la simulacién por el Método de Monte Carlo (MC) es considerada como el
estdndar de oro para modelar la propagacién de la luz dentro de los tejidos [23, 24, 25]. Actualmente, a
pesar de haber sido llegado a considerarse como un método obsoleto, se han realizado innovadores enfoques
de la simulacion MC, las cudles explotan al maximo las nuevas herramientas de computo disponibles en
la actualidad, de esta forma las simulaciones MC siguen siendo ampliamente utilizadas en el campo de
la 6ptica biomédica [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32]. Recientemente la simulacién por el Método del Elemento
Finito (FEM) ha empezado a utilizarse como herramienta de simulacién dentro de la éptica biomédica

33, 34, 35, 36, 37].

Entre los diferentes métodos de diagnéstico médico no-invasivo se pueden mencionar la FEspectros-
copia Raman, la Espectroscopia de Reflectancia Difusa, la Imagenologia por Termografia Infrarroja Di-
gital (comunmente conocida como Termografia Infrarroja), la Tomografia de Coherencia Optica, etc. La
principal diferencia entre el tipo de mediciones radica en la complejidad de los instrumentos utilizados
para llevar a cabo las medicion deseadas, ya que los equipos utilizados para las mediciones In Vivo e
In Situ pueden ser sistemas portatiles, de resoluciéon variable y, de preferencia, de bajo costo, mientras
que los equipos para las mediciones In Vitro son mas precisos, por lo que su uso esta restringido a los
laboratorios especializados. Estas considerables diferencias entre las mediciones dan origen a variaciones
considerables en los resultados obtenidos y sobre todo en el costo final del estudio o experimento a realizar

38, 39, 40, 41, 42, 43).

Cuando se realiza un diagnéstico médico temprano de enfermedades es comin que se utilicen técnicas
de Andlisis Multivariado (MVA), para procesado y anélisis de datos [44, 45, 46]. En una primera instancia,
realizar un Andlisis Univariado en los datos obtenidos seria la opcién mas adecuada, ya que es posible
estudiar variaciones de forma independiente sobre la variable de interés, pero debido a que se trabaja con
datos de espectroscopia e imagenologia, donde se tienen multiples variables de interés, la aplicacién del
MVA es mas 6ptima ya que es posible al procesar y reducir el nimero de espectros, analizar las variaciones
en intensidad, registrar corrimientos en los nimeros de onda, o bien, estudiar las variaciones en los spots
térmicos de una imagen, de esta forma el MVA se lleva a cabo de forma general, es decir, de todo el
conjunto de espectros/imégenes. Preferentemente se busca realizar el MVA sin tener conocimientos previos
(A Priori) de los datos debido a que los cambios que se buscan pueden provenir de diferentes procesos.
Si se llegara a tener un conocimiento a priori de los datos, las técnicas de MVA se utilizan para clasificar
los datos en grupos previamente definidos. Aunque en la actualidad se han propuesto metodologias de
analisis mas robustas y complejas como el Deep Lerning o el Machine Learning, estan basadas en técnicas

de MVA y se utilizan con los mismos fines de clasificaciéon de datos o prediccién de patrones [47].



1.1.1. Espectroscopia Raman

La Espectroscopia Raman (RS por sus siglas en inglés, Raman Spectroscopy) es una técnica experimental
basada en la interaccién 1iz/materia que fue introducida por primera vez en 1921 por Sir Chandrasekhara
Venkata Raman en el articulo The Color of the Sea [48], que versa sobre el efecto que tiene el esparcimiento
de luz sobre el color del océano, posteriormente en 1928 nombro a la técnica con su nombre la cuél lo hizo

acreedor al premio Nobel de Fisica en 1930 [49].

El esparcimiento de luz, también conocido como Scattering, es el efecto del redireccionamiento de un
haz de luz ocasionado por las colisiones entre los fotones del haz de luz incidente y las moléculas de
la muestra que esta siendo analizada. Este efecto se utiliza principalmente para medir el tamano o la
distribucién de particulas a escala nanométrica, y es observado principalmente en medios turbios, como
el tejido biolégico [9]. Dependiendo de sus caracteristicas energéticas, el esparcimiento de luz puede ser

de dos tipos:

= Esparcimiento Elastico: Contiene la misma frecuencia que el haz de luz incidente, por lo tanto es
mas intenso. Este tipo de esparcimiento puede ser generado por particulas mas pequeiias (Rayleigh)

o mas grandes que la longitud de onda del haz de luz (Mie) [50, 51].

» Esparcimiento Ineldstico: Aproximadamente 1 fotén de cada 107 del haz de luz incidente es
esparcido con un corrimiento en frecuencia, el cudl es producto de las ondas acisticas que estan
presentes en el medio (Brillowin) o por las moléculas de la muestra bajo andlisis que esparcen los
fotones con menor (Raman Stokes) 6 mayor (Raman Anti-Stokes) energia que los fotones incidentes

52, 53].

El principio béasico de la espectroscopia Raman es la generacion de esparcimiento inelastico de la luz
originado por la interaccién entre los fotones del haz de luz incidente con las moléculas de una muestra [9].
El esparcimiento de luz resultante puede tener la misma frecuencia que el haz incidente (Esparcimiento
FEldstico), o bien, puede presentar un corrimiento en frecuencia ocasionado por la ganancia/pérdida de
energia (Esparcimiento Ineldstico), los cudles son tnicos para cada componente de la muestra. Esta re-
presentacién de niveles de energia se puede observar de forma grafica en el llamado Diagrama de Niveles

de Energia (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Diagrama de Niveles de Energia [52].

En términos de energia, cuando la luz interactua con las moléculas de la muestra, que se encuentran
en un Fstado Basal con energia m, se produce una polarizacién en la nube de electrones que rodean el
nicleo de las moléculas, dando origen a un nivel energético de corta duraciéon llamado FEstado Virtual, el
cudl es alcanzado por los fotones del haz de luz, al ser esparcidos por la molécula, siendo redirigidos a
el estado basal con energia m, o a un Estado FEzcitado con mayor energia n. El efecto puede observarse
de forma inversa, al estar la molécula en un estado excitado y redirigir los fotones a un estado basal. De
esta forma se obtiene una ’huella dactilar” de la muestra bajo analisis, la cudl es posible observar en una
grafica conocida como FEspectro Raman (Figura 1.3). En dicha gréfica se representa la intensidad de la luz
esparcida en funcién de la diferencia en frecuencia entre el haz de luz incidente y los haces de luz esparcidos
por la muestra [9, 16]. El esparcimiento Rayleigh es aquel con mayor intensidad y posee la misma energfa
y frecuencia que el haz de luz incidente, por lo tanto, se encuentra ubicado en el centro de la gréfica,
donde no se observa ningin corrimiento. Cuando se tienen intensidades con menor frecuencia que el haz
de luz incidente, estas se observan a la izquierda del espectro Raman. A este tipo de esparcimiento se le
conoce como FEsparcimiento Inélastico Raman Anti-Stokes. cuando el esparcimiento inélastico resultante
presenta una ganancia en frecuencia, se observan intensidades a la derecha del espectro Raman. A este

tipo de esparcimiento se le conoce como FEsparcimiento Inélastico Raman Stokes.
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Figura 1.3: Representacién de un Espectro Raman [54], donde es posible observar: (A) el esparcimiento
Rayleigh, que presenta mayor intensidad y ningtin corrimiento en frecuencia, (B) el esparcimiento Raman
Stokes, que es el que presenta pérdidas en frecuencia, y (C) el esparcimiento Raman Anti-Stokes, que
presenta ganancias en frecuencia [9].

Los corrimientos Raman se obtienen por la relacién entre la longitud de onda del haz de luz incidente

y la longitud de onda del haz esparcido (Eq.1.1)[9]:

) (L1)

El esparcimiento Raman se origina al inducirse un momento dipolar sobre la componente eléctrica de

una onda electromagnética cuando esta interactiia con una molécula, el cual se describe en la Eq.1.2:

1 da

1.d
? = apEycos(2mugt) + f(—a)oEocos%T(vo + opmt) + §(d—q

E 2 — 1.2
> (g YoEpcos2m(vg — vint) (1.2)

donde «y es la polarizabilidad en estado de equilibrio, (da/dq)o es la razén de cambio de la polarizabilidad
con respecto de la carga ¢ evaluada en el punto de equilibrio, vy es la frecuencia de oscilacién de la onda
electromagnética, v, es la frecuencia de oscilacién de la molécula y ¢ es la variable temporal [9]. El
primer término de la Eq.1.2 corresponde a el esparcimiento elastico Rayleigh debido a que el momento
dipolar inducido oscila con la misma frecuencia que la onda electromagnética (vg). El segundo término
corresponde a el esparcimiento inelastico Raman Anti-Stokes, donde se observa una ganancia en frecuencia
(vo + vy ). Finalmente el tercer término corresponde a el esparcimiento ineldstico Raman Stokes, con una
pérdida en frecuencia (vg 4 v,,) con respecto a la frecuencia de oscilacién de la onda electromagnética.

Es importante observar que si no hay una razén de cambio en la polarizabilidad (da/dgq)o = 0, ningin



esparcimiento inelastico es generado, por lo tanto se dice que la molécula no es activa en Raman. Un

espectro Raman caracteristico se observa en la Figura 1.4, el cual corresponde al silicio y que muestra una

1

banda caracteristica en los 521cm ™" con alta intensidad (Figura 1.4).
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Figura 1.4: La intensidad de las bandas Raman es producto de la razén de cambio del flujo electromagnético
con respecto del dngulo sélido (I = d®/dQ) [53].

1.1.2. Espectroscopia de Reflectancia Difusa

La Reflectancia Difusa es una técnica utilizada para estudiar la composicion espectral de una superficie
a partir de la luz que es reflejada por la misma superficie con respecto del haz de luz que incide sobre
ella [55]. Se considera como la mas versitil de todas las técnicas espectroscépicas, en gran parte debido
a que opera en el rango del ultra-violeta (UV), visible (VIS) e infrarrojo (IR). En esta técnica se analiza
la relacién entre la luz esparcida por un medio de grosor infinito y la luz esparcida por un medio ideal
no-absorbente, en funcién de la longitud de onda [56, 57]. Para definir analiticamente el fenémeno de

reflectancia difusa es posible utilizar la ecuacién de transferencia de radiacién (Eq.1.5):

—dI
kpdS

:1_% (1.3)

donde T es la intensidad del haz de luz incidente sobre la muestra, dI/dS es la razén de cambio de la
intensidad con respecto de la longitud de la trayectoria S, p es la densidad del medio, k es el coeficiente

de atenuacion debido a la absorcién y el esparcimiento del haz de luz y j es la funciéon de esparcimiento.



Dicha ecuacién puede resolverse utilizando la aproximacion Kubelka-Munk, donde se considera un flujo
incidente I y un flujo esparcido J, ambos perpendiculares a una superficie y con direccién opuesta entre

ellos (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Aproximacion de Kubelka-Munk para el estudio de reflectancia difusa.

Tomando esta aproximacion, la reflectancia difusa esta en funcién de los coeficientes de absorcién K

y esparcimiento aparente S:

Ry =

(177]’200) :% (1.4)

2R

La Espectroscopia de Reflectancia Difusa (DRS, por sus siglas en inglés, Diffuse Reflectance Spectros-
copy) es una técnica utilizada para detectar las intensidades de los haces de luz que son reflejados de
forma difusa en funcién de la longitud de onda [58, 59]. Para llevar a cabo las medicines es necesario
realizar mediciones de reflectancia de un blanco estandard y del ruido del detector, ambas mediciones son

utilizadas como referencia con respecto de la medicién sobre la muestra bajo andlisis (Eq. 1.5)




donde Syeqs €s la intensidad reflejada por la muestra, Sy s es la intensidad reflejada por el blanco standard,
D es la intensidad del ruido del detector y A es la longitud de onda [60, 58]. Un espectro tipico de

espectroscopia de reflectancia difusa se muestra en la Figura 1.6.
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Figura 1.6: Espectro DRS caracteristico para el SiO2 [61].

1.1.3. Imagenologia por Termografia Infrarroja Digital

La Imagenologia por Termografia Infrarroja Digital (DITI, por sus siglas en inglés, Digital Infrared
Thermography Imaging), cominmente conocida simplemente como Termografia Infrarroja, es una tec-
nologia utilizada para analizar el patrén térmico de un objeto bajo analisis a partir de la adquisicién y
procesado digital de imagenes. El dispositivo utilizado en esta técnica es conocido como Cdmara Ter-
mogrdfica, el cual ha alcanzado considerables niveles de resolucién debido al constante avance cientifico y

tecnoldgico para el desarrollo de dispositivos detectores de radiacién infrarroja.

Un Cuerpo Negro es una superficie que absorbe toda la radiacién que incide sobre ella, en todas las

direcciones, en todas las longitudes de onda, por lo tanto se considera como un absorbente/emisor ideal.



De esta forma se toma como referencia para analizar la radiacién emitida por superficies reales [62]. La
radiacién emitida por un cuerpo negro (Ep A(AT)) a cierta temperatura se analiza utilizando la ley de

Plank, la cual describe la potencia emitida por unidad de area, por unidad de longitud de onda:

2mhc?
he
AkT)_l)

Ey \(\T) =

(1.6)
A5 (exp(

donde h = 6.6201073*Js es la constante de Plank, ¢ = 2.99792x10%8m/s es la velocidad de la luz, A es
la longitud de onda, k = 1.38072x10723J/K es la constante de Boltzman. Para determinar la intensidad
maxima de una longitud de onda a una temperatura especifica, es necesario tomar la derivada de la ley

de Plank (1.6) con respecto de A. A esta relacién se le conoce como la ley de Wien [63]:

Amaz * T = 2829mK (1.7)

El principio bésico de la termografia infrarroja esta basado en la ley de Stefan-Boltzman, la cudl se
obtiene al integrar la ley de Plank (Eq.1.6) en todo el rango del espectro electromagnético [64]. La ley
de Stefan-Boltzman relaciona la temperatura con la radiaciéon emitida por un objeto cuya temperatura
es mayor al cero absoluto, la cudl es conocida como Radiacion Térmica, o bien, Radiacion Infrarroja

(65, 63, 66]:

P =coAT? (1.8)

donde P es la potencia radiada, € es la medicién de la radiacién emitida por el objeto bajo andlisis con
respecto a un cuerpo negro, conocida como Emisividad, o es la constante de Stefan-Boltzman con un valor
de 5.6721078W/m?K*, A es el drea de la superficie radiante y T es la temperatura del objeto [65]. Los
sistemas de imagenologia por termografia infrarroja estan construidos a base de dispositivos bolométricos
de VO, los cuales sirven como detectores de radiacién infrarroja, produciendo asi iméagenes y videos con
informacién radiométrica acerca del objeto bajo andlisis [67]. En la Figura 1.7 se muestra una imagen
infrarroja, donde se observa la distribucién de la radiaciéon emitida por una superficie después de estar en

contacto con el cuerpo humano.
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Figura 1.7: Imagen adquirida con una cdmara termografica. La escala de colores de la imagen esta mapeada
con respecto de la escala de las temperaturas detectadas.

1.2. Meétodos Opticos para Tratamiento

El primer registro del uso terapéutico de la luz lo dio el médico francés Henri de Mondeville (1260-1320),
quien utilizé luz roja para el tratamiento de viruela. Posteriormente, en el siglo XX, y basandose en los
estudios realizados por Mondeville, el médico danés Niels Ryberg Finsen (1860-1904) recibié el premio
Nobel por su trabajo en el tratamiento de la viruela con la luz. En 1888 se observo por primera vez
el efecto Fotoquimico en células animales y en 1898 se descubrié el efecto de la Accidon Fotodindmica
para el mejoramiento de la citotoxicidad de la eosina en la piel activado por la luz. Posteriormente a
este mecanismo se le conoceria como Terapia Fotodindmica. En el periodo de 1903 a 1907 se reportaron
trabajos innovadores acerca del uso de la luz para el tratamiento de cdncer de piel y posteriormente para

tumores en los ojos por medio del efecto de Fotocoagulacion utilizando la luz del sol [1].

Durante la época donde surgieron las primeras aplicaciones de la 6ptica biomédica, se utilizaban

fuentes de iluminacién incoherente y de amplio rango, como la luz del sol, lamparas incandescentes o
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lamparas de gas, hasta la década de 1950, cuando fueron reemplazadas por fuentes de luz de alta potencia
optica. El uso terapéutico mas importante de la luz es el efecto de fotocoagulacién por medio de radiacién
Ldser, la cudl es seleccionada para actuar sobre la superficie de interés de un 6rgano o tejido, la cual
es selectiva a cierta longitud de onda, produciendo a multiples mecanismos originados por la interaccién
luz/tejido. En 1960 Theodore Harold Maiman report6 por primera vez de forma experimental, una fuente
de iluminacién monocromatica, mejor conocida como radiacién Ldser (Amplificacion de Luz por Emision
Estimulada de Radiacidn, por sus siglas en inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
[68], la cudl habia sido propuesta tedricamente por Arthur Leonard Schawlow y Charles Hard Townes
en 1958 como una mejora a la fuente de radiacién Mdser (Amplificacion de Microondas por Emisién
Estimulada de Radiacion, por sus siglas en inglés, Microwave Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) [69]. A la par del descubrimiento de la radiacién laser, las aplicaciones en la medicina fueron
emergiendo, especialmente en dreas como la dermatologia y la oftalmologia y fue hasta inicios de la década
de 1990, cuando se establecié que el uso de los ldseres en la medicina eran una practica segura y efectiva,
consolidandose asi como estandares de oro en el tratamiento médico de enfermedades en diferentes areas
como la odontologia, la neurologia, la oncologia, la cardiologia y en muchas otras mas areas de la medicina
[70]. A el conjunto de las aplicaciones terapéuticas del laser se le denomina Cirugia Ldser o Medicina Ldser.
En la Figura 1.8 se establecen las aplicaciones terapéuticas y de diagnostico de los laseres, ambas incluidas
dentro del concepto de éptica biomédica.
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Figura 1.8: Aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas de los lseres [70].
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1.2.1. Tratamiento Laser

La cirugia laser se utiliza para manipular tejidos, de forma minimamente invasiva, por medio de los

mecanismos de:

= Fototermdlisis Selectiva: Fsta basada en la absorcién de pequenos pulsos de radiacion al generar y

confinar calor en determinados téjidos con pigmentos [71, 72].

= Fotoablacion: Al tener un alto nivel de irradiaciéon y periodos cortos de exposicién a la radiacién,
conocidos como Pulsos, se origina una ruptura del tejido dando como resultado la destruccién y

eliminacién del tejido [73].

= Fotosoldado: Consiste en aprovechar la energia del laser incidente sobre el tejido para fundirlo
directamente o para activar agentes bioldgicos que enlazan tejidos, permitiendo asi el cierre de
heridas o lesiones sin necesidad de realizar una suturacién. Los mecanismos detras del fotosoldado
son la desnaturalizacién y la homogenizacién de coldgeno con fibrilos a partir del calentamiento del

tejido a partir de la absorcién de la energia del laser en el tejido [74].

= Fotoruptura: Es producto de una Descomposicion Optz'ca. Se utiliza para romper o evaporar materia

dura que se forma en los tejidos e interfiere con el correcto funcionamiento de estos [75].

= Fotocoagulacion: Se utiliza para eliminar tejidos daninos sin afectar la integridad del 6rgano. En
este proceso, la energia del laser utilizado es menos intensa que en el efecto de la fotoablacién, por

lo tanto la absorcién es menor [76].

Las aplicaciones de los laseres en la medicina crecen cada dia mas. Un factor crucial en la medicina laser
es el tiempo de recuperacion del tratamiento sobre el paciente, idealmente se espera que este sea cada vez
menor y que la efectividad del tratamiento sea tan alta que no suponga algin impacto negativo en la vida
diaria del paciente. Otro factor importante es el hecho de emplear laseres cuyos efectos sean minimamente
invasivos para los tejidos, de forma similar a los utilizados en el diagnéstico médico no-invasivo, de ahi el

innovador concepto conocido como Terapia Ldser a Bajo Nivel (Low Level Laser Theraphy) [77].

Las interacciones luz/tejido ain contindan en estudio para encontrar técnicas mas Optimas, asi como
configuraciones de los laseres adecuadas para la aplicacion deseada. A la fecha existen seis diferentes tipos
de laseres: Ldseres quimicos, Diodos Laser, Laseres Colorantes, Laseres de Electrones Libres, Ldseres de
Gas y Ldseres de Estado Solido [1, 2]. En secciones posteriores se profundizara sobre las interacciones

luz/tejido y las técnicas de modelado teérico utilizadas en la actualidad.
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1.2.2. Terapia Fotodinamica

La Terapia Fotodinamica (PDT, por sus siglas en inglés, Photo-Dynamic Theraphy) es una terapia
basada en la luz donde se busca la erradicacién de enfermedades de forma no-invasiva, principalmente de
enfermedades cancerigenas. La principal innovacién de la terapia fotodindmica esta en su alta efectividad,
selectividad y especificidad, ademés de la posibilidad de integrar nuevos materiales y tecnologia a escala
nanométrica para optimizar su mecanismo de operacién. El término de terapia fotodinamica fue propuesto
en 1900 por el médico alemén Oscar Raab en su articulo ” Ueber die Wirkung Fluoreszierenden Stoffe auf
Infusorien (Sobre el efecto de las sustancias fluorescentes sobre los infusorios)”, que versaba sobre la

toxicidad en el microorganismo Paramecium caudatum y sus variaciones al ser expuesta a la luz del sol

[78, 79, 80, 81, 82, 83).

El mecanismo de operacién de la terapia fotodinamica es la administracién de un compuesto conocido
como Fotosintetizador, el cudl tiene las propiedad de adherirse a tejidos que presenten alguna patologia
en especifico, y que es fotosensible, es decir, sus moléculas absorben energia, al ser expuestas a la luz,

originando asi la erradicacién de las células inapropiadas del tejido que presenta la patologia de interés

[84].
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Figura 1.9: Mecanismo de operacién de la terapia fotodindmica [84, 85, 86].

1.3. Aplicaciones de la ()ptica en la Dermatologia

La Dermatologia es la rama de la medicina que se encarga de estudiar la piel, asi como el diagnéstico
y tratamiento de las patologias que se originan en ella. La piel, al ser un tejido bioldgico, presenta efectos

de absorcion y esparcimiento al interactuar con la luz, por lo tanto es considerada como un Medio Turbio
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(Figura 1.10). La fraccién de la radiacién que es absorbida por el la piel puede utilizarse como herramienta

terapéutica, mientras que la fraccién de la radiacién que es esparcida, puede utilizarse como herramienta

de diagnéstico [87, 88, 89].
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Figura 1.10: Propagacién de la luz en un medio turbio [70].

La propiedad de la luz de penetrar en un tejido, interactuar con los componentes del mismo tejido,
y después salir del tejido para ser detectad y procesada es la clave para las aplicaciones de diagnéstico
médico. Por otro lado, la propiedad de la luz para penetrar un tejido y depositarle energia ocasionando
procesos quimicos y/o térmicos es fundamental para las aplicaciones terapéuticas de la luz. Por lo tanto,
dentro de la éptica biomédica, como primer paso es importante especificar las propiedades épticas de los
tejidos para disenar dispositivos basados en la luz para aplicaciones médicas, interpretar mediciones de
diagnéstico y elaborar protocolos terapéuticos. El paso siguiente es utilizar las propiedades épticas de los
tejidos en un modelo de transporte para modelar y predecir teéricamente la propagaciéon de la luz y la

deposicién de energia en los tejidos [90, 91].

Previamente se ha utilizado la espectroscopia Raman como herramienta en aplicaciones dermatolégicas,
entre las que se pueden mencionar la deteccién temprana de enfermedades como la dermatitis atopica
[92, 93], la alergia al nickel [94], la diabetes mellitus [95, 96, 97], melasma [98, 99], la fibrosis hepéatica
[100], etc. También se ha utilizado como herramienta de valoracién no-invasiva para terapias basadas en
la luz [101, 38] y tratamientos tépicos [102], evaluacién del envejecimiento de la piel por efectos foto-

inducidos [103, 104, 105], monitoreo de la humedad en la piel [106], diagndstico temprano de céncer
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[107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115] y psoriasis [116]. Una de los principales atractivos de la
espectroscopia Raman es la posibilidad de poder realizar mediciones in vivo, evitando asi realizar procesos
que estén restringidos a un laboratorio [9, 38, 3, 39, 117, 118]. La configuracién tipica para aplicaciones

médicas in vivo de la espectroscopia Raman in vivo se muestra en la Figura 1.11.

\
a
Diode laser y,
source ' ' N\
Ao =785 nm ( Computer
v

b fUSB

( Spectrometer

c Probe e

Skin sample

Figura 1.11: Instrumentacién Raman requerida para aplicaciones biomédicas in vivo [16].

Por otro lado, la espectroscopia de reflectancia difusa se ha utilizado ampliamente para estudiar las
variaciones pigmentacién de la piel [87], dafios en la piel inducidos por la exposicién al sol [119], cicatri-
zacion de heridas [120], quemaduras [121] evaluacién de eritemas [122], monitoreo de niveles de glucosa
en la sangre [123], cdncer de piel [124, 125] asi como la determinacién cuantitativa del foto-tipo de la
piel [126, 60, 127]. Debido a que dichas patologias son reconocibles a simple vista, la espectroscopia de
reflectancia difusa sirve como herramienta cuantitativa para determinar las propiedades 6pticas de la piel
[67, 128] y establecer mérgenes de superficie entre tejidos sanos y enfermos [58]. Aunque son técnicas
complementarias, una ventaja de la espectroscopia de reflectancia difusa con respecto a la espectroscopia
Raman es que la instrumentacién requerida es mas accesible, lo cudl ha permitido el desarrollo de inno-

vadores prototipos que ya estdn, o se encuentran en proceso de, estandarizacion por el personal médico
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[129, 130, 125]. Un factor que podria considerarse como una desventaja es la fuente de iluminacién uti-
lizada, ya que las lamparas de halégeno-tungsteno y xenén utilizadas operan en una parte de la region
UV del espectro electromagnético, la cudl es danina para los tejidos. En la Figura 1.12 se muestra la
configuraciéon basada en fibras opticas que se ha estandarizado para aplicaciones de la espectroscopia de

reflectancia difusa en la dermatologia [58].
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Figura 1.12: Instrumentacién requerida para aplicaciones biomédicas utilizando espectroscopia de reflec-
tancia difusa in vivo [58].

La piel, al ser el tejido bioldgico que se encuentra mas expuesto al exterior, tiene la funcién de proteger
a los tejidos internos del cuerpo humano y absorber energia exterior, por lo tanto, el patrén térmico de
la piel puede utilizarse como herramienta de diagnodstico y monitoreo. Las variaciones en la temperatura
pueden ser ocasionadas por cambios en la distribucién espacial de la superficie de la piel o por cambios
en la dindmica de sub-areas de la piel, ambos considerados como biomarcadores para determinadas pato-
fisiologfas [65, 131, 132, 66]. En cuanto a las aplicaciones de la imagenologia por termografia infrarroja
digital en la dermatologia, esta se ha utilizado para analizar y clasificar el patrén térmico de tumores can-
cerigenos [133, 134], profundidad de quemaduras [135], pie diabético [136] y psoriasis [137]. La principal
ventaja de la imagenologia por termografia infrarroja digital es el hecho de que no se requiere un contacto
directo con el cuerpo humano, a diferencia de la espectroscopia Raman o de reflectancia difusa, donde la
interaccion luz/tejido se lleva a cabo por medio de una sonda, la cudl sirve como fuente de conduccion
para la fuente de iluminacién. De esta forma, las mediciones de termografia infrarroja pueden realizarse, si
la aplicacion lo permite, a metros de distancia del paciente, garantizando asi la integridad y seguridad del
paciente. Ahora, al utilizar la temperatura como biomarcador, la principal desventaja de la imagenologia

por infrarroja digital radica en la alta variabilidad que existe entre las mediciones, que recurrentemente
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resulta en resultados erroneos o poco precisos. Por lo tanto, es importante mencionar que las mediciones
de termografia infrarroja deben de llevarse a cabo en un ambiente aislado, sin interferencias de ilumina-
cién o térmicas, preferentemente con un ambiente controlado y con el equipo de imagenologia calibrado

correctamente (Figura 1.13).
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Figura 1.13: Entorno de mediciones de imagenologia por termografia infrarroja digital para aplicaciones
biomédicas [66].
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Capitulo 2

Dermatosis Mas Comunes -
Diagnoéstico y Tratamiento

2.1. Dermatosis Mas Comunes

Las Enfermedades de la Piel son el conjunto de todas aquellas manifestaciones anormales que estan
presentes en la piel y todos sus componentes. Tanto la prevalencia como la severidad de las enfermedades
varia de acuerdo a sus diferentes manifestaciones en los pacientes. Aunque no se pueden considerar mor-
tales, a excepcién del cancer de piel, una enfermedad de la piel puede ser el disparador para el desarrollo
de enfermedades mas peligrosas. Este tipo de enfermedades afectan a aproximadamente un tercio de la
poblaciéon mundial, especificamente son el 4to tipo de enfermedades mas comunes a nivel global. Las en-
fermedades de la piel se manifiestan en los individuos independientemente de su edad, genero, etnicidad,
etc. Se ha estimado que todos los individuos han experimentado la manifestacién de una enfermedad en
la piel, asi como haberse sometido a algtin tratamiento para erradicarla, por lo menos una vez en la vida

138, 139, 140).

Una Dermatosis es un tipo de manifestacion superficial de una enfermedad en la piel la cual también
puede observarse en la superficie de las unas y del cabello. La principal caracteristica de una dermatosis es
que su manifestacién no incluye caracteristicas inflamatorias, a diferencia de una Dermatitis. Las causas
de las dermatosis son variables, como por ejemplo, respuestas del sistema autoinmune, la presencia de
bacterias y hongos, contaminacién ambiental, presencia de virus, o bien, factores genéticos. Aunque en
épocas recientes las causas de las dermatosis han sido bien caracterizadas para su estudio, muchas de ellas
aun permanecen siendo desconocidas para el personal dermatologico, haciendo complejo el diagnéstico y
el subsecuente tratamiento. Como se menciono en el capitulo 1, la biopsia es el estdndar de oro para el
diagnéstico de las enfermedades de la piel, y una vez que se tiene informacion especifica es posible someter

la lesién a un tratamiento, el cudl va a ser variable dependiendo de las caracteristicas de la lesién.
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De acuerdo a los reportes de la Carga Mundial de la Enfermedad (GBD, por sus siglas en inglés, Global
Burden Disease), hasta el afio 2019 las 3 enfermedades de la piel mas investigadas eran la dermatitis
(38%), el acné (29%) y en igual proporcién la psoriasis y la urticaria (19 %) utilizando una escala de
medicién conocida como DALY (Afios de Vida Ajustados por una Discapacidad, por sus siglas en inglés,
Disability-Adjusted Life Years), la cudl cuantifica el niimero de muertes debido a una enfermedad con los
anos que se vive con dicha enfermedad. En la Figura 2.1 se observan el reporte de la GDB en un lapso de
tiempo de 2015-2020. El Melanoma, al ser de las enfermedades de la piel mas peligrosas, tuvo un mayor
porcentaje en cuanto a las publicaciones realizadas (1995 publicaciones) en este lapso de tiempo, seguida
por la psoriasis (1936 publicaciones) y posteriormente por la dermatitis (1927 publicaciones). El acné, a
pesar de ser la enfermedad infecciosa de la piel mas comun, tuvo un porcentaje menor en la literatura
(477 publicaciones), debido a que se puede considerar una enfermedad mas controlable. Es importante
mencionar que dicho reporte se realizé utilizando referencias exclusivamente del area médica, sin contar

con referencias en el area de la éptica biomédica o ingenieria biomédica.

Skin disease Global  Rank by per-  Percentage of Proportion of global ~ Publications in 2015-2020 Percentage of total publica-

search term burden  centage of to- global burden of ~ burden of skindisease (N=19,727), n (%) tions/Percentage of global
of skin  tal publica- disease (measured measured in disabili- burden of skin disease
disease  tions in disability-adjust- ty-adjusted life years,
rank ed life yeeu's)b fraction (%)°

Dermatitis 1 3 0.38 0.38/1.70 (22.35) 1927 (9.77) 0.44

Acne 2 4 0.29 0.29/1.70 (17.06) 477 (242) 0.14

Psoriasis 3 2 0.19 0.19/1.70 (11.18) 1936 (9.81) 0.88

Utticaria® 3 7 0.19 0.19/1.70 (11.18) 139 (0.70) 0.06

Viral skin disease 5 5 0.16 0.16/1.70 (9.41) 283 (1.38) 0.15

Fungal skin 6 6 0.15 0.15/1.70 (8.82) 193 (0.98) 0.11

disease

Scabies 7 10 0.07 0.07/1.70 (4.12) 54 (0.27) 0.07

Melanoma 8 1 0.06 0.06/1.70 (3.53) 1995 (10.11) 2.86

Pyoderma 9 8 0.05 0.05/1.70 (2.94) 124 (0.63) 021

Cellulitis 10 9 0.04 0.04/1.70 (2.35) 81(0.41) 0.17

Allother skinand  pja€ N/A 0.12 0.12/1.70 (7.00) N/A N/A

subcutaneous

diseases

Figura 2.1: Reporte de la GBD para las enfermedades de la piel de acuerdo a el nimero de publicaciones
realizadas durante 2015-2020.

Alternativamente, la carga de las enfermedades de la piel reportada por la GBD se representa como
histograma en la Figura 2.2, en donde se observa un patrén similar por ano en la mayoria de las enferme-
dades analizadas, a excepcion del acné y la sarna (conocida como Scabies), que presentaron un incremento

durante 2019, y la pioderma, que presento un incremento durante 2018.
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Figura 2.2: Representacion Grafica del Reporte de la GBD para las enfermedades de la piel de acuerdo a
el niimero de publicaciones realizadas durante 2015-2020.

Vale la pena mencionar que los estudios tomados como referencia son anteriores al 2020 debido a la
situaciéon mundial de la pandemia originada por el virus SARS-Cov-19, conocida como COVID-19, lo cuél
implico realizar cambios drasticos en todos los aspectos de la vida diaria. En un estudio reportado por
Kutlu y Metin [141] se analiz6 el impacto de la pandemia en las visitas al dermatologo, observindose una
considerable variacién en la presencia de las enfermedades de la piel, la cudl puede utilizarse como trabajo a
futuro [142, 143, 144, 145, 146, 147, 148). De forma similar, en un estudio a gran escala reportado por Tizek
et Al. [149], se encontré una variacién en el porcentaje de de las enfermedades de la piel mas comunes,
siendo la Queratosis Actinica aquella con mayor porcentaje (64.5%), seguida por la rosicea (25.5%),
eczema (11.6 %), acné (5.7 %), carcinoma (3.1 %) y la psoriasis (1.2 %) (Figura 2.3). El estudio se construyé
utilizando un cuestionario acerca de las caracteristicas demograficas de cada individuo participante, para
finalmente ser valorados por personal dermatolégico. Aquellos individuos con conocimiento o diagnéstico
previo de alguna enfermedad de la piel fueron atendidos de forma mas detallada por un grupo especializado
de dermatélogos, el cudl se centro en diferentes zonas de la cabeza, el cuello y las extremidades, asi
como aquellas zonas que se encontraban expuestas a la radiacién UV. Informacién como la profesion y

antecedentes familiares es de gran importancia para los estudios de las enfermedades de la piel.

21



All skin diseases AK (26.6%, KC(3.1%, Rosacea Eczema Psoriasis Acne
(64.5%, n =1662) n = 685) n=79) (25.5%, n =657) (11.6%, n=298) (1.2%,n=30) (5.7%, n = 148)

n(%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Age group
18-39 years (n = 531) 249 (46.9) 10 (1.9) 2(0.4) 43 (8.1) 51 (9.6) 1(0.2) 126 (23.7)
40-49 years (n = 383) 221(57.7) 50 (13.1) 5(1.3) 94 (24.5) 58 (15.1) 7(1.8) 13 (3.4)
50-59 years (n = 718) 475 (66.2) 177 (247) 17 (2.4) 209 (29.1) 97 (13.5) 11(1.5) 7(1.0)
60-69 years (n = 661) 492 (74.4) 276 (41.8) 36 (5.4) 223 (33.7) 70 (10.6) 8(1.2) 2(0.3)
70 years + (n = 225) 187 (83.1) 147 (65.3)  15(6.7) 74 (32.9) 18 (8.0) 2(0.9) 0(0.0)
Missing (n = 59) 38 (64.4) 25 (42.4) 4(6.8) 14 (23.7) 4(6.8) 1(1.7) 0(0.0)
Sex
Women (n = 1376) 798 (58.0) 198 (14.4) 26 (1.9) 356 (25.9) 116 (8.4) 21(1.5) 108 (7.8)
Men (n = 1193) 863 (72.3) 487 (40.8) 52(4.4)  301(25.2) 182 (15.3) 9(0.8) 40 (3.4)
Missing (n = 8) 1(12.5) 0(0.0) 1(12.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Profession
Farmers (n = 1379) 945 (68.5) 439 (31.8) 50 (3.6) 414 (30.0) 202 (14.6) 13(0.9) 39 (2.8)
Other outdoor workers 118(69.8) 49 (29.0) 6 (3.6) 40 (23.7) 23(13.6) 1(0.6) 9(5.3)
(n=169)
Indoor workers (n = 972) 543 (57.2) 160 (16.9) 18 (1.9) 184 (19.4) 68 (7.2) 16(1.7) 100 (10.5)
Missing (n = 80) 56 (70.0) 37 (46.3) 5(6.3) 19 (23.8) 8(10.0) 0(0.0) 0(0.0)

Figura 2.3: Incidencia de Enfermedades de la Piel durante 2019 [149].

En el resultado de este estudio se observo que la presencia de eczema fue constante en los diferentes
grupos analizados, separados principalmente por la edad, mientras que la presencia del acné esta mas
presente en los individuos cuya edad esta entre los 18 y 50 anos. Es esta enfermedad una de las cudles se
estudiara a profundidad utilizando métodos épticos para su monitoreo, y que se vendra desarrollando a lo
largo de esta tesis. También se observo que la presencia de la psoriasis y el carcinoma, es mas latente en
los individuos de mayor edad. Por otro lado, la presencia de la rosécea, que frecuentemente es pasada por
alto, esta mas pronunciada en las mujeres cuya edad es mayor a los 50 afios. Esta enfermedad también
se analizard utilizando técnicas Opticas a lo largo de esta tesis. Otro resultado de este estudio fue la
observacién de que aproximadamente el 70 % de los pacientes que sufren una enfermedad de la piel se
someten a tratamientos sin acudir a valoracién médica, debido a que las enfermedades con mayor presencia
no requieren de una hospitalizacién, lo que puede desencadenar el riesgo de desarrollar infecciones o bien,
efectos adversos a los tratamientos por los cuales se opté. Aunque se observan resultados diferentes en
ambos trabajos tomados como referencia, el estudio tomado en una gran cantidad de individuos realizado
por Tizek et Al. [138] dio como resultado una estimacién mas realista en un conjunto de individuos con
la misma etnicidad, el cual puede ser implementado en regiones diferentes para poder realizar inferencias
sobre la presencia de las enfermedades de la piel en una determinada zona. Estos trabajos se utilizaron
como referencia para estudiar diferentes enfermedades con técnicas 6pticas de forma no-invasiva para un

diagnédstico temprano o bien para un tratamiento individualizado.
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Figura 2.4: Incidencia de Enfermedades de la Piel durante 2019 [149].

2.2. Transtornos de la Pigmentacion

La Pigmentacion de la piel ha sido utilizada, aunque de forma subjetiva, como herramienta de deteccion
y diagndstico de enfermedades [87]. Con el creciente desarrollo de aplicaciones de la éptica biomédica, la
subjetividad de la pigmentacién de la piel ha ido reduciendo, a favor del desarrollo de técnicas mas robustas
y precisas que permiten extraer informacion relevante acerca del estado de la piel. Entre los estudios que
se pueden realizar a partir de la cuantificacién de la pigmentacién de la piel se puede mencionar la
determinacién del fototipo [60, 150], las dimensiones de las venas [151], la concentracién de hemoglobina
y melanina, saturacion de oxigeno en la sangre [152], el proceso de cicatrizacién de heridas [153], etc. La
pigmentacién de la piel esta determinada por una variedad de factores, en donde se incluyen la melanina,

la hemoglobina, los carotenoides y coldgeno [154].
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La Melanina en especifico, es un croméforo producido por células llamadas Melanocitos, que se encuen-
tran embebidas en organelos conocidos como Melanomas. Los trastornos de la pigmentacion son anomalias
producidas por el nimero y tamafio de los melanomas, resultado de anormalidades en la formacién de los
melanocitos durante el proceso de embriogénesis, que incluye la presencia de hiper pigmentacién é hipo

pigmentacién [155, 156, 157].
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Figura 2.5: Metodologia estdndar para evaluar los trastornos de la pigmentacién [158].
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La Hiperpigmentacion es ocasionada por una elevada produccién de melanina, producto de una activi-
dad anormal de la actividad de los melanocitos [155]. También es atribuida a la exposicién a la radiacién
ultra-violeta (UV) [157] y recientemente a la exposicion a la radiacién visible y a la vascularizacién ocasio-
nada por la radiacién infrarroja [159, 160]. Entre las enfermedades relacionadas con la hiperpigmentacién
estdn la melasma [161], la melanosis de Riehl [162], la eritomelanosis folicular [163], eritema dyschromicum

[164], poikiloderma de Civatte [165], dermatitis foto-téxica [166], etc. Fisicamente, una hiperpigmentacién

se observa como una superficie oscura sélida en la piel, cuyo tamano y forma pueden variar (Figura 2.6).

Figura 2.6: Ejemplo de una lesién con hiperpigmentacién, donde se observa un obscurecimiento notable
debido a niveles altos de melanina [167].
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La Hipopigmentacion esta caracterizada por un decremento en la presencia de los melanocitos y me-
lanomas 6 por alteraciones en el proceso de transferencia de los melanomas a queratinocito [155]. Las
enfermedades relacionadas son el vitiligo [168], la hipo melanosis post-inflamatoria [169], pitiriasis alba
[170], piebaldismo [171], etc. Aunque en su mayoria, las lesiones relacionadas con la hipopigmentacién
son benignas y asintomadticas, un descuido en una lesiéon de hipopigmentaciéon puede resultar en graves
consecuencias a nivel psicoldgico y cosmético, asi como econémico y social en los pacientes que la padecen
[172]. Fisicamente, una lesién con hipopigmentacién es mas clara que el resto de la superficie de la piel,
y de igual forma que las lesiones de hiperpigmentacién, su tamano y distribucién varia de paciente a

paciente.

Figura 2.7: Ejemplo de una lesion con hipopigmentacién, caracterizada por su tonalidad clara de forma
anormal, indicando un decremento en la presencia de la melanina [167].

Las lesiones de hiperpigmentacién pueden manifestarse por factores hereditarios o externos, que a
menudo se presentan durante la ninez, como por ejemplo la prolongada exposicion a la radiaciéon solar,
quemaduras, exposicién a algin quimico, etc. [158]. Tipicamente el tratamiento para las enfermedades

relacionadas con la hiperpigmentacién estd basado en sustancias tépicas como retinoides acido azelaico o
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hidroquinona, la cudl es considerada como el estindar de oro para el tratamiento y manejo de melasma.
Ademas, el uso de bloqueadores solares con alto contenido en didéxido de titanio y oxido de zinc es
recomendable asi como disminuir el tiempo de exposicién a la radiacién UV [173]. En estudios recientes
se han propuesto el uso de terapias basadas en la luz, como la cirugia laser, para el tratamiento de
lesiones relacionadas con la hiperpigmentacion, principalmente aquellas que son producto de enfermedades
inflamatorias, como el acné o el eczema, conocidas como Hiperpigmentacion Post-Inflamatoria [169]. Por
otro lado, los tratamientos utilizados para las lesiones relacionadas con la hipopigmentacion son la cirugia

laser [174], la crioterapia [175], peeling [176] y los tratamientos tépicos [176].

2.3. Acné

El Acné es las enfermedad de la piel mas comin en el mundo [177, 178]. La prevalencia del acné
varia dependiendo del pais o de la edad del paciente, en un rango de 35 — 100 % principalmente en la
adolescencia y en un 9.38% a nivel global [178, 179, 180, 181, 182, 183]. Aunque su origen no tiene un
patrén caracteristico, la principal caracteristica crénicas/inflamatoria de las enfermedades que se presenta

en la unidad pilo sebdcea durante la pubertad y a menudo en la edad adulta (Figura 2.8).

Figura 2.8: Presencia del Acné [183].
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La fisiopatologia del acné implica complejos procesos dentro de la unidad pilo sebacea que dan como
resultado un cambio en el microambiente cutdneo que posteriormente conduce a reacciones inflamatorias
[184, 185, 186]: hiper seborrea [187], queratinizacién folicular anormal (Hiper-queratinizacién) [188], incre-
mento en la presencia de la bacteriaPropionibacterium Acnés (P.acnes) [189], influencia hormonal [190],

produccién anormal de sebo [191], secrecién de mediadores inflamatorios [192].

El acné se manifiesta principalmente en zonas donde existe una mayor presencia de foliculos capilares,
y por lo tanto, mayor presencia glandulas sebaceas. Entre estas zonas se pueden mencionar la superficie
facial, la parte superior del torso (pecho), la espalda y la parte superior de los brazos [193]. Aunque la
enfermedad presenta patrones muy especificos, existen diferentes manifestaciones del acné, a partir de las
cuales la enfermedad puede ser clasificada de acuerdo al tipo de lesién que se presente, siendo el Acné
Vulgaris el tipo mas comun del acné ya que nuestra el 99 % de prevalencia [194]. Los Foliculos Capilares son
ductos que se encuentran en la superficie de la epidermis, y es en ellos donde se presenta el generacion de
cabello. Alrededor de los foliculos capilares estdn localizadas las Gldndulas Sebdceas, las cudles producen
una sustancia de consistencia grasosa/aceitosa conocida como Sebo, la cudl es excretada a la superficie
de la piel por medio del foliculo capilar sirviendo como protector y humectante para la piel y el cabello

(Figura 2.9).

Hair

Skin surface

Sebum

Follicle

Sebaceous
gland

Figura 2.9: Foliculos capilares y las glandulas sebaceas dentro de la piel [194].
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La manifestacion del acné ocurre cuando los foliculos capilares se bloquean debido a la hiperqueratini-
zacién formando una lesién conocida como Micro-comeddn [195], la cudl ocasiona que el sebo y la queratina
queden estancados dentro de los poros de la piel dando como resultado una hinchazén, inflamacién e in-
clusive una irritaciéon de la piel. A medida que el foliculo capilar continua bloqueado, el micro-comedén
se expande debajo de una apertura folicular donde visiblemente es posible clasificarlo como cerrado o
abierto [196] (Figura 2.10). Estas reacciones inflamatorias son resultado de un incremento en la presencia
de Propionibacterium Acnés (P. acnés), la cudl es la bacteria predominante en la manifestacién del acné
y que se presenta como una defensa contra el sebo acumulado [194, 196]. Otros factores que estimulan la

aparicién del acné son las hormonas, en especial la Di-hidrotestosterona y el Estrégeno [197].

Closed comedo (whitehead) Open comedo (blackhead)

Figura 2.10: Micro-comedén cerrado: Superficie inflamada fija (Pdpula) de color amarillo/blanco tam-
bién conocida como Punto Blanco. Esta lesion se considera como la precursora de todas las lesiones
inflamatorias relacionadas con el acné. Micro-comedén abierto: Apertura en la piel ocasionada por la
hiper-queratinizacion, esta lesién es comiinmente conocida como Punto Negro. Figura adaptada de [198]
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2.4. Rosacea

La Rosdcea es una enfermedad de la piel con caracteristicas inflamatorias, entre las cuales se pueden
mencionar la irritacion de la piel, pustulas, vasos sanguineos anormales y enrojecimiento notable en la
superficie facial, principalmente en las mejillas, la frente y la nariz, lo cual puede resultar en trastornos
psicoldgicos en el paciente, como estrés o ansiedad. Aunque se han considerado la desregulacién neuro-
vascular o alteraciones inmunolégicas, la fisiopatologia de la rosdcea no ha sido totalmente determinada,
a diferencia de otras enfermedades de la piel como el acné [199, 200]. Factores como la presencia del
acaro Demodez [201, 202, 203], exposicion a la radiacién UV [204] [205] han sido estudiados como posibles
disparadores para el desarrollo de la enfermedad. La principal limitante para el diagndstico de rosacea es
que la biopsia no es especifica, de esta forma la necesidad de implementar técnicas no-invasivas basadas
en la luz es crucial para el estudio de la rosacea [205, 206, 207]. El estdndar de oro para el diagndstico y
manejo de la rosécea es el criterio de clasificacién establecido por la Sociedad Nacional de Rosécea donde
se proponen 4 tipos de manifestaciones [208, 209] (Figura 2.11) y recientemente de acuerdo al fenotipo

[205).

Figura 2.11: Clasificacién de los sub-tipos de rosécea: (A) Eritematotelangiectatics (B) Papulopustular
(C) Fimatosa y (D) Ocular[209].
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2.5. Otros

Ademés de las dermatosis relacionadas con los trastornos de la pigmentacion, la piel puede presentar
multiples enfermedades originadas por diferentes casusas internas o externas. Al ser el tejido humano mas
externo al medio ambiente, la valoracién de las erupciones en la piel se utiliza para determinar si existe o
no alguna enfermedad. Es importante recalcar que la valoracién visual de las zonas con las erupciones no
es suficiente y que es necesario monitorear toda la piel para poder proporcionar un diagnéstico adecuado
y posteriormente aplicar un tratamiento de forma efectiva. Para realizar el diagnéstico de enfermedades
de la piel es necesario realizar una valoracién del historial médico del paciente, antecedentes familiares,
etc. Las erupciones de la piel se deben clasificar de acuerdo a su pigmentacién, morfologia, areas cercanas,

ubicacion de la lesion y como es la distribucién de las erupciones en ella [210].
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Capitulo 3

Espectroscopia Raman de la Piel

3.1. Anatomia y Fisiologia de la Piel

La Piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, ocupa aproximadamente el 16 % del peso total
del cuerpo humano y cubre un 4rea de aproximadamente 2m? en un adulto. Su principal funcién es cubrir
y proteger los O6rganos internos. De forma anatémica, la piel se compone de dos capas: la Dermis y la

Epidermis [211, 106, 212]:

= FEpidermis. Es un tejido epitelial compuesto por capas de células epiteliales, conocido como Epitelio
Estratificado. Su grosor esta en un rango de 40 — 150pm. Su funcién principal es producir el Estrato
Corneo (SC por sus siglas en inglés, Stratum Corneum), que es la capa mas externa de la piel. Esta
capa esta conformada por células cornificadas, que sirven como protecciéon para pérdidas de agua,

asi como infecciones ocasionadas por la presencia de microbios o la exposicién a sustancias toxicas.

= Dermis. Es un tejido conectivo fibroelastico, responsable de la elasticidad de la piel. Su grosor esta
en un rango de 1 — 4mm. Dentro de su estructura se encuentran nervios, vasos sanguineos, vasos
linfaticos, foliculos, musculos, glandulas sebaceas y gldndulas sudoriparas. Es en esta capa donde
se encuentran proteinas como el colageno y la elastina, que estan directamente relacionadas con la
elasticidad y la resistencia de la piel. Aproximadamente el 90 % de la dermis esta conformada por
coladgeno, que es la proteina estructural de mayor proporcién, y se encuentra distribuida en la piel

en diferentes tipos: el 80 % es de tipo 1, el 15% de tipo 3 y un 15% es de tipo 4, 5 y 6.
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Figura 3.1: Anatomia de la piel: epidermis y dermis. Figura adaptada de [106].

3.2. Espectroscopia Raman de la Piel

El primer espectro Raman de la piel fue reportado en 1992 por B.W. Barry, donde se propuso la es-
pectroscopia Raman como una herramienta complementaria a la espectroscopia infrarroja para el estudio
y analisis de enfermedades de la piel [213]. Actualmente se tiene reportado un registro con las bandas
caracteristicas del espectro Raman de la piel (Tabla 3.1), y se ha propuesto que cualquier variacién en
intensidad, forma y corrimientos sean considerado como un biomarcador [214]. Es importante mencionar
que dicho registro debe utilizarse como referencia, ya que las mediciones de espectroscopia Raman pue-
den variar dependiendo de las especificaciones del equipo utilizado para realizar la medicién (longitud
de onda, resolucidn, etc.), de la condicién del paciente y las técnicas de procesado y andlisis de datos
espectroscopicos. Por lo tanto, es importante realizar siempre mediciones de prueba sobre piel sana, es
decir, sin ninguna manifestacién de alguna enfermedad. Para aplicaciones biomédicas de la espectroscopia
Raman es comun realizar esta medicién en la zona del antebrazo o la parte interna superior del brazo,
mientras que para las aplicaciones mas comunes de la técnica, como la caracterizacién de materiales se

utiliza una muestra de silicio.
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Raman-Shift Asignacién Componente

(em™)

936 C-C  (Estiramiento de Prolina-Valina- | Queratina
Backbone)

940 C-C (Estiramiento de Backbone) Colageno-Elastina

1003 C-C (Vibracién de Fenilo) Coldgeno-Elastina-

Queratina

1063 C-C (Estiramiento Asimétrico de Lipidos) Ceramida

1080 C-C (Estiramiento Esqueletal en Lipidos) Trioleina

1093 O-P-O (Vibracién de Estiramiento Simétrico | Nucleo
de ADN-Backbone)

1128 C-C (Estiramiento Esquelético Simétrico) Ceramida

1248 Amida-1IT (Lamina-S y conformacién de Bo- | Coldgeno-Elastina
bina Aleatoria)

1254 Lamina-8/ Thymina/Citosina (Base ADN/ | Nucleo
ARN)

1269 Amida-IIT (Hélice-ar), Estiramiento C-N, Do- | Coldgeno-Elastina-
blaje N-H Queratina

1301 Modos C-H (CH;) de lipidos, Bandas C'Hy/ | Trioleina
CH;

1336 Amida-1I11I, Estiramiento C-N y N-H Elastina

1337 Adenina, Guanina (Base ADN\RNA) Ntcleo

1378 Estiramiento Lineal del Enlace C-C bonds | Melanina
dentro de los anillos

1440 Bandas CHy/CHjs Trioleina-Ceramida

1450 Estiramiento C-H de proteinas Queratina

1454 Estiramiento C-H, Deformacién Asimétrica C- | Colageno-Elastina
H

1573 Estiramiento de los Anillos Arométicos Melanina

1645 Modo vibracional O-H del Agua Agua

1653 Modo de estiramiento C-O de la Amida-I Queratina

1656 Lipidos C-C Trioleina

1665 Vibracién C-O de la Amida-I Colageno-Elastina
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Tabla 3.1: Bandas Raman caracteristicas de la piel [114].




La Fluorescencia es uno de los principales problemas que se presentan en las mediciones Raman de
muestras bioldgicas. Este efecto es producido por la absorcién de la radiacién, principalmente por la
radiacién visible, interfiriendo considerablemente con el esparcimiento Raman. Ademas de la fluorescencia
hay factores como el ruido provocado por los artefactos de movimiento, tanto del paciente como del
personal médico, errores en la adquisiciéon del equipo, ademds del ruido proveniente del detector y la
resolucién limitada del sistema de medicién. Por lo tanto, antes de realizar el andlisis de los espectros
Raman es necesario contar con una etapa de pre-procesado, que incluya la substraccién de la fluorescencia,
filtrado y normalizacién de los espectros [215]. Aunque existen diversas técnicas para la substraccién de
fluorescencia en una sefial Raman ya sea por técnicas experimentales como la espectroscopia Raman de
excitacién desplazada (SERDS, por sus siglas en inglés, Shifted- Excitation Raman Spectroscopy) [216, 217,
218], o bien, por técnicas computacionales como el ajuste polinomial, aproximacién por derivadas, andlisis
por medio de las transformadas de Fourier o Wavelet, etc. para aplicaciones biomédicas, el algoritmo
propuesto por Zhao et Al. 2007 [219], conocido como el Algoritmo Vancouver, es ampliamente utilizado
debido a su alta precisiéon y simple manejo, por lo tanto fue utilizado en la etapa del pre-procesado de los
analisis presentados en esta tesis. La substraccién de fluorescencia de un epectro Raman proveniente de

una muestra biolégica durante la etapa del pre-procesado se observa en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Espectro Raman de la glutamina (A) con fluorescencia y (B) sin fluorescencia [16]. Se puede
apreciar como la senal de fluorescencia es ordenes de magnitud mayor que la senal Raman.
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El filtrado es la etapa del pre-procesamiento de datos muy importante, ya que en ella se descartan las
contribuciones ocasionas por diferentes fuentes de ruido, como pueden ser el ruido térmico, la interferencia
de rayos cosmicos, efectos de rudio blanco, ruido del detector 6 bien por efectos de error en la adquisicion
y muestreo. Como herramienta de filtrado, en esta tesis se utiliz6 el filtro digital Savitzky-Golay donde
a partir de un polinomio generado por un conjunto de puntos de datos basado en el método de los
minimos cuadrados[220, 221, 222]. Finalmente, debido a la aleatoriedad de las intensidades observadas en
un espectro Raman, es muy importante incluir una normalizacién de datos, es decir, restringir todos los
valores de las intensidades a un rango especifico. Como métodos de normalizaciéon se pueden mencionar el
area bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés Area Under Curve), o la normalizacién tomando como
referencia alguna banda caracteristica, como bien puede ser la del Metileno (1440cm ™! aproximadamente)
o la de la Amida-IIT ( 1660cm ™! aproximadamente) [215]. Es importante mencionar que en este tltimo
método de normalizacién se asume que la banda tomada como referencia es invariante, es decir, esta
presente en todas las mediciones, por lo tanto, su uso esta mas restringido que el método AUC. En el
presente trabajo se utilizé el método de normalizaciéon por AUC para los espectros Raman y de reflectancia

difusa.

Dentro del espectro Raman se encuentra la regién baja conocida como Fingerprint Region, la cual va
de los 200 — 2000cm~!. Es en esta regién donde las bandas obtenidas pueden ser asignadas a diferentes
moléculas de acuerdo a sus vibraciones. Para muestras biolégicas, la regién baja se considera en 800 —
1800cm . Por otro lado existe la regién alta, cuyos niimeros de onda son > 2000cm !, donde es posible
caracterizar muestras organicas que contengan pequenos atomos de hidrogeno. El estudio de las senales
obtenidas en la regién alta ha sido menos explorado, debido a la complejidad en la instrumentacién
requerida. Dentro de las aplicaciones biomédicas de la region alta estan los estudios en la dermatologia
y odontologia, aunque debido a la complejidad de la instrumentacién requerida para obtener seniales en
este rango de ntimeros de onda, las aplicaciones son menores. Por lo tanto, es en la region baja donde se
encuentran las bandas correspondientes a los componentes de las muestras bioldgicas y la seleccion de la
regién de interés va a depender de los parametros y configuracién del sistema Raman utilizado, como la
longitud de onda utilizada como excitacion, la resolucién espectral, la relacién senal a ruido, el grating y

el tipo de detector utilizado [9, 223, 217, 224].

Finalmente, para el procesado y andlisis de espectros se han venido utilizando técnicas de Ciencia
de Datos, Machine Learning o Deep Learning. En secciones posteriores se profundizara en el procesado
y andlisis de espectros. En la Figura 3.3 se muestra el espectro Raman caracteristico de la piel huma-
na tomado de forma in vivo con una longitud de onda en el rango del NIR después de las etapas de
pre-procesado y procesado. El espectro fue tomado en la superficie flexural del codo y muestra bandas

reportadas por [114], como se muestran en la Tabla 3.1.
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Figura 3.3: Espectro Raman de la piel.

3.3. Colageno Tipo-I

El Coldgeno es la proteina mas abundante del cuerpo humano y esta presente en los procesos de
cicatrizacién de heridas, desarrollo de nuevos tejidos y regeneracién de la piel [38]. Existen alrededor de
30 tipos de coldgeno distribuidos en el cuerpo humano con variaciones en cada tejido [225]. El Coldgeno
Tipo-I (T1C) es el tipo de coldgeno mas abundante, aproximadamente del 80 — 85 % de la cantidad de
coldgeno en la piel humana es de tipo-I [223, 226]. El espectro Raman del T1C reportado por Nguyen et
Al. 2012 [227] presenta bandas caracteristicas que se pueden encontrar en la Tabla 3.1: 895 cm ™!, 940

em™1, 1001 em™1,1356 em™1,1425 em™1,1545¢cm 1.

3.4. Colageno Tipo-III

El Colageno Tipo-III (T3C) es una proteina perteneciente a la matriz extracelular, parte del grupo

de coldgenos fibrilares. Este tipo de coldgeno cubre aproximadamente del 5 — 20 % de la presencia del
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colageno en la piel y es crucial para el desarrollo de la piel y de el sistema cardiovascular al mantener las
propiedades fisioldgicas de estos 6rganos [228, 229]. En la piel y el tejido conectivo, el coldgeno tipo-IIT
se encuentra co-localizado con el coldgeno tipo-I, por lo que es parte del proceso de generacién de fibrilos
conocido como Fibrilogénesis. Ademads, las mutaciones en la presencia del coldgeno tipo-II1 se consideran
disparadores para el desarrollo de enfermedades como el Sindrome de Ehlers—Danlos, la cuél se caracteriza
por afectar principalmente a la piel y a los vasos sanguineos [228]. A diferencia que coldgeno tipo-I, se
ha demostrado que los efectos fotomecanicos de la cirugia laser inducen induce a la sintesis de colageno

tipo-III [228].

3.5. Colageno Tipo-1V

El Coldgeno Tipo-1V (T4C) es el principal componente de la membrana basal [230], la cudl regula
la actividad celular, modula la distribucién de los tejidos y proporciona informaciéon acerca del micro-
ambiente externo a las células epiteliales. La principal contribucién del coldgeno tipo-IV es que actta
como una barrera entre los tejidos y que tiene interaccién con las células, factores de crecimiento y con
diferentes componentes de la misma membrana basal [231]. Aunque su contribucién en la piel es menor en
comparacion con el colageno tipo I y III, se ha observado que el coldgeno tipo-IV también esta presente en
las glandulas sudoripas y los vasos sanguineos, y su presencia puede ser utilizada como un biomarcador en
el proceso de cicatrizacién de heridas, enfermedades reuméticas, sindrome de Alport y de Goodspasture y
la aparicién de ampollas en la piel [232], asi como para la restauracién de la piel por tratamientos basados

en la luz [233, 101].

3.6. Colageno Tipo-V

El Coldgeno Tipo-V (T5C) es un tipo coldgeno responsable de la fibrilacién de los coldgenos tipo Iy III,
con importante contribucion en la matriz ésea, la estroma corneal y la matriz intersticial de los musculos,
higado, pulmones y placenta [234]. Junto con los coldgenos tipos IV y VI el coldgeno tipo-V conforma
aproximadamente el 5% del coldgeno total en la piel humana [226]. Las deficiencias en la presencia del
colageno tipo-V se han correlacionado con el sindrome de Ehlers—Danlos. También se ha establecido que
la altos niveles en la presencia del colageno tipo-V han sido observados en enfermedades como cancer, la
granulacion tisular, la inflamacién, la aterosclerosis y la fibrosis, en diferentes tejidos como los pulmones,

la piel, el rifién, tejido adiposo y tejido hepético [235, 236].

En la Figura 3.4 se observan el espectro Raman caracteristico de la piel, asi como los espectros Raman
correspondientes a el coldgeno tipo-I (T1C), tipo-III (T3C), tipo-IV (T4C) y tipo-V (T5C), cuyas bandas
caracteristicas estdn en 895,933, 1000, 1076, 1352, 1423, 1460, 1661 y 1735cm~'.
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Figura 3.4: Espectro Raman de la piel y de los coldgenos tipo-1 (T1C), tipo-III (T3C), tipo-IV (T4C) y
tipo-V (T5C).

3.7. Conclusiones

La espectroscopia Raman es la técnica central de esta investigacion, asi como sus aplicaciones médi-
cas. Al realizar una caracterizaciéon de la piel fue posible validar los estudios presentados en esta tesis
con trabajos previamente reportados para la deteccién de proteinas en la piel. Fue de gran importancia
realizar una investigacion sobre las proteinas que estdn involucradas en el proceso de regeneracion de la
piel, para evaluar la efectividad que tienen las terapias basadas en la luz para erradicar enfermedades
dermatoldgicas de forma segura y no-invasiva. Aunque se abordan otras técnicas a lo largo de esta investi-
gacién, la espectroscopia Raman es la técnica utilizada como referencia y es de particular interés aplicarla
en diferentes areas de la medicina. El espectro Raman de la piel que se obtuvo de forma experimental
presenta las bandas observadas en los espectros de los coldgenos. De acuerdo a la investigacién previa
[9, 223], la resolucién del espectro Raman y su uso en aplicaciones biomédicas depende en gran parte de

la configuracion del sistema de espectroscopia, del procesado y del anélisis de la sefial obtenida.

39



Capitulo 4

Diagnéstico y Monitoreo ()ptico de
Cicatrices de Acné bajo Cirugia
Laser Fraccional Ablativa C'O-

4.1. Cicatrices de Acné

Las Cicatrices de Acné se consideran como una enfermedad resultante de las lesiones inflamatorias que
se presentan en la piel y que pueden manifestarse a pesar estar bajo un tratamiento médico para el acné, o
incluso pueden ser auto inducidas por el mismo paciente debido a el impacto negativo y la excesiva carga
emocional, fisica y psicoldgica que estas tienen en la vida diaria de los pacientes, los cuiles por lo general

se encuentran en la etapa adolescente [237, 238, 239, 240, 241, 242, 243].

Las cicatrices de acné se presentan cuando ocurre la evoluciéon de un micro-comedén leve a una lesién
inflamatoria, las cuales con un manejo inapropiado, pueden ser disparadores para el desarrollo de infec-
ciones en la piel. Su apariencia fisica esta caracterizada por una notable resequedad e hinchazén. Otra
caracteristica de las cicatrices de acné es que si no son tratadas oportunamente, estas permaneceran en

la piel del paciente, ddndole una apariencia de desgaste.

Las cicatrices de acné se clasifican como Atrdficas, Hipertrdficas y Keloidales [240, 242, 244, 245],
siendo las cicatrices atréficas las mas comunes y que pueden ser de tres tipos: pica-hielo (ice-pick), rodante

(rolling) 6 de vagén (boxcar) [246, 247, 248, 249, 250] (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Clasificacién de las cicatrices de acné de acuerdo a su morfologia [249]: (A) (Izquierda) Cicatriz
de Vagén (Boxcar). (Centro) Cicatriz Pica-Hielo (Ice Picking). (Derecha) Cicatriz Rodante (Rolling). (B)
Presencia de las cicatrices de acné en la superficie facial [251, 250, 252].

4.2. Tratamientos para las Cicatrices de Acné

Para reducir la presencia de las cicatrices de acné es importante conocer el tipo de cicatriz que se
formo, asi como el manejo del tratamiento de la enfermedad [250]. Aunque actualmente existen diversos
tratamientos para las cicatrices de acné, su efectividad ha sido fuertemente cuestionada por los efectos
adversos de los medicamentos aplicados o por la reincidencia de la enfermedad, ocasionando asi una mayor
carga emocional negativa en los pacientes [249], por lo tanto es crucial tener un tratamiento/manejo
individualizado para cada paciente, ya que cada uno presenta cicatrices de distintas caracteristicas [250].
A menudo se realizan tratamientos en conjunto debido a que cada paciente puede presentar diferentes
tipos de cicatrices a la vez, asi como lesiones inflamatorias, resultado de la auto-medicacién o bien por
auto-induccién del paciente como resultado del enorme impacto negativo experimentan al tener este tipo
de cicatrices [250]. Los tratamientos considerados como estdndares para el tratamiento de las cicatrices

de acné son:

= Peeling Quimico [253].

» Dermoabrasion [254].

» Cirugia Ldser Fraccional Ablativa y No-Ablativa [70, 255, 256, 257, 258].
= Injertos [246].

= Trasplantes de Grasa [259].

= Agujeramiento/Microagugeramiento de la piel [260].

= Subcision Cutdnea [261].

» Terapia de Células Madre [262].
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» Terapia de Plaguetas con Alto Contenido en Plasma [263].

La mayoria de los tratamientos para cicatrices de acné han presentado una limitada utilidad clinica
debido a la supresién incompleta de la enfermedad, operacién intra-operativa deficiente, riesgo de con-
traer infecciones durante el tratamiento, fibrosis tisular, alteracién anormal de la pigmentacién, eritema
prolongada o bien reincidencia de la enfermedad [264]. Las cirugias laser, que aunque desde hace anos su
uso ya esta estandarizado, aiin presentan ciertas incdgnitas en cuanto a sus efectos, es decir, es necesario
establecer una valoracion clinica de la efectividad del tratamiento y de sus mecanismos, ya que los cambios
microscépicos en las lesiones y en las zonas cercanas son dificiles de evaluar debido a las multiples biopsias
requeridas, resultando en una gran alteracién de la zona de interés [265] donde podria presentarse algin
relapso de la enfermedad e inclusive se podria originar otra enfermedad mas seria. El mecanismo deseado
para el tratamiento de las cicatrices de acné es la estimulacion de los fibroblastos y la regeneracion de
coldgeno o elastina en el tejido danado como resultado del acné [257]. Existen dos tipos de modalidades

para efectuar una cirugia laser, las cudles dependen del tipo de laser utilizado:

= Cirugia Laser Ablativa: Se basa en el efecto de Ablacidn para remover parte de un tejido por
medio de la vaporizacion de liquidos. Entre sus aplicaciones médicas se encuentra el rejuvenecimien-
to cutdneo (ASR, por sus siglas en inglés, Ablative Skin Remodeling), el tratamiento para cicatrices
hipertépicas con alta efectividad debido a la vaporizacion de tejidos. En esta modalidad se uti-
lizan laseres de Dioxido de Carbono (CO3) y de Granate de Itrio y Aluminio Dopado con Erbio
(Erg:YAG). Sus desventajas son la presencia de altos niveles de dolor durante la cirugia, alto periodo

de recuperacién y el eritema prolongado [266].

= Remodelaciéon Dérmica No-Ablativa (NDR, por sus siglas en inglés, Non-Ablative Der-
mal Remodeling): Es la alternativa a el rejuvenecimiento cutdneo ablativo. En este abordaje se
busca impactar el tejido dérmico sin danar la capa de la epidermis. Su principal desventaja es la

baja efectividad para la eliminacién de cicatrices de acné [267].

Los laseres de C'Os4 se caracterizan por elevar el agua a una alta temperatura debido a la alta absorcién
de esta en el infrarrojo, donde al evaporizarse, las moléculas de la piel tienen un efecto exfoliante en la
piel que da lugar a la regeneracién de coldgeno y reforzamiento de las capas de la piel. Operan a una
longitud de onda de A = 10.6um la cudl es absorbida en su totalidad por el agua. Cuando se tiene un
incide un pulso de 1ms, la profundidad de la penetraciéon del tejido vaporizado serd de 20 — 30um por
pulso, obteniendo una reduccion en el dafio térmico de 100 — 150um sobre la superficie del tejido. Una
optimizacién a la cirugia laser es la llamada Fototermdlisis, la cudl consiste en aplicar la radiacién laser en
patrones de arreglos microscopicos (MTZ, por sus siglas en inglés, Micro Thermal Zones) [268, 258, 269]
(Figura 4.2).
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Figura 4.2: (Izquierda) Cirugia laser ablativa: Se obtiene una desmembracién total de la piel, removiendo
las capas de la epidermis y la dermis dando origen a el proceso de regeneracién de la piel. (Centro) Cirugia
laser no-ablativa: La capa de la epidermis permanece intacta mientras que los efectos térmicos se dan en la
capa de la dermis. (Derecha) Fototermdlisis: Las micro zonas térmicas garantizan una mejor recuperacién
epidérmica debido a las pequeiias cicatrices inducidas por el laser [268].

Las aplicaciones ldser en la medicina estdn basadas en el principio de Fototermdlisis Selectiva (SP, por
sus siglas en inglés, Selective Photothermolysis), propuesto por R. Rox Anderson y John A. Parrish. El
principio fundamental de esta técnica es el confinamiento de el dano por radiaciéon térmica a objetivos
especificos a nivel celular, ultra estructural, o tisular. La fototermolisis depende de la absorcion selectiva
de pequetios pulsos de radiacién para generar y confinar energia térmica en los tejidos objetivo. Los tejidos
cercanos a los objetivos no se ven afectados por la radiacién, reduciendo la fibrosis no deseada. El principal
requerimiento es que los tejidos objetivo tengan un coeficiente de absorcién mayor que los tejidos cercanos,

a la longitud de onda del ldser utilizado [270].

El laser de C'O5 fue propuesto tedricamente en 1964 por C. Kumar N. Patel [271] y ese mismo afio
fue presentado experimentalmente en los Laboratorios Bell [272]. Fue hasta que Issac Kaplan realiz6
numerosos estudios, cuando su uso se estandarizo en diversas areas de la medicina, principalmente en la
dermatologia [273, 274]. Este tipo de ldser toma su nombre debido a que un gas compuesto de moléculas
de COs es estimulado para emitir luz coherente dentro del lejano infrarrojo (9 — 11um), siendo la longitud
de onda de 10.6um la mas utilizada debido a que es la mas intensa [70, 50]. El gas utilizado como medio

activo es una mezcla de helio (60 — 80 %), N2 y COs en una relacién de 5 : 1 [70].

Los efectos del laser dependen de las propiedades épticas de los tejidos y del tiempo de exposicién

a la radiacién. En aplicaciones médicas, el uso del ldser de C'Oy esta caracterizado por el alto nivel de
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absorcién que presentan los tejidos a una longitud de onda de 10.6um, debido a su alto contenido de agua.
Por lo tanto, la penetracién de la radiacién ldser no es tan profunda y la energia absorbida resulta en
efectos de vaporizacion o carbonizacién del tejido. Si se tienen tiempos de incidencia mayores a lms se
producen efectos térmicos utilizados para procesos de coagulaciéon, mientras que si se tienen tiempos de

incidencia menores a 1ms se producen efectos atérmicos, utilizados para procesos cosméticos [70].

En la medicina, el laser de C'O- tiene aplicaciones en dentro de la cirugia general y la cirugia plastica, y
en diversas especialidades como la en dermatologia, ginecologia y otorrinolaringologia. En la dermatologia,
su uso se considera como el estandar de oro para las cicatrices atopicas de acné, el rejuvenecimiento y
restauracién de la piel [275, 276, 277]. A pesar de su efectividad, la cirugia ldser CO5 tiene deficiencias
que cada vez mas han limitado su uso en la practica médica ya que son inaceptables para la mayoria de

los pacientes [277, 278]:

= Alto tiempo de recuperacion de la cirugia laser y sensacién de quemadura despues de la cirugia.
= Hinchazon.

= Eritema prolongada.

= Hiperpigmentacion post-inflamatoria.

= Hipo-pigmentacion.

= Cicatrices.

» Edema é Infecciones.

Tomando en cuenta las deficiencias de la cirugia laser COs, en 2004 Dieter Manstein et Al. propusie-
ron una nueva modalidad dentro de la cirugia laser ablativa al introducir el concepto de Fototermdlisis
Fraccional (FP, por sus siglas en inglés, Fractional Photothermolysis), donde el haz de luz incide de forma
fraccionada sobre el tejido, es decir se crean zonas micro-térmicas (MTZ, por sus siglas en inglés, Micro
Thermal Zones) para estimular el proceso de cicatrizacién de las heridas ocasionadas por la radiacién
laser y protegiendo de esta forma los tejidos cercanos a la zona de interés [277, 278, 268]. Las zonas micro
térmicas pueden ser modificadas de acuerdo a las caracteristicas del tejido a tratar para ajustar el nivel
de tratamiento por radiacién laser. La Cirugia Ldser Fraccional Ablativa CO2 (AFLS COy ) combina los
efectos de ablacion de una cirugia COy convencional con la modalidad de la fototermolisis fraccional como

un tratamiento seguro y efectivo [278].

La Cirugfa Laser Fraccional Ablativa (AFLS) es ampliamente utilizada en el campo de la medicina ya
que es capaz de reducir traumas debido a la exposicién de radiacién en un corto periodo de tiempo [279]. La

Isotretinoina se ha considerado durante varias décadas como el estandar de oro, , principalmente debido
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a sus propiedades anti-inflamatorias, para el tratamiento de acné nédulo quistico o acné inflamatorio
que ya ha sido tratado con tratamientos previos y que ha presentado relapsos [280]. Recientemente se ha
establecido que al combinar el uso de la cirugia AFLS con isotretinoina oral, es posible observar una mejora
en las zonas con presencia de cicatrices del acné en un corto periodo de tiempo sin resurgimiento del acné
o efectos adversos sobre la piel resurgida [281, 282, 283, 284] por medio del incremento de la sintesis de
coldgeno en la piel y por la mejora del proceso de cicatrizacién de la lesién ocasionada por la cirugia laser.
Sin embargo, a pesar de ser considerada una optimizacién a la cirugia laser convencional, la cirugia laser
fraccional ablativa presenta importantes limitantes para garantizar su seguridad y efectividad, en especial
si se realiza en conjunto con un tratamiento de isotretinoina oral. Entre las limitantes se encuentran el
reducido nimero de muestras utilizado en estudios reportados, falta de andlisis cuantitativos ya que la
evaluacién de la eficacia depende exclusivamente de criterios basados en la experiencia del dermatoélogo
para valorar el estado de las cicatrices, y principalmente, que no existen evidencias histolégicas del proceso

de cicatrizacién de las heridas [285, 286].

4.3. Regeneracion de la Piel

La Regeneracion de la Piel tiene como objetivo restaurar a una apariencia sana la piel que ha sufri-
do danos por la presencia de alguna enfermedad, tratamiento inadecuado de heridas, factores genéticos
hereditarios, o bien por exposiciéon a la radiaciéon solar. Para llevar a cabo la regeneracion de la piel es
necesario emplear diferentes herramientas quirtrgicas y no quirurgicas dependiendo del estado de la piel
bajo anélisis. Entre las herramientas mas populares se encuentran las terapias basadas en la luz. Estas
ventajas han hecho que la demanda de terapias basadas en la luz para la regeneracién de la piel aumentara
exponencialmente desde hace aproximadamente 20 anos, de acuerdo a la Sociedad Americana de Cirugia
Laser Estética [287]. Entre mas utilizadas para regeneracién de la piel se encuentran la terapia de luz

pulsada y la cirugia laser, considerada ya un estdndar para este tipo de tratamientos.

Desde su introduccién en 2004 por Manstein [268], la cirugfa laser fraccional ablativa (AFLS) COq
se ha utilizado para la regeneracién de la piel, debido a su alta efectividad y rapida cicatrizacién de
heridas. Basada en el principio de fototermdlisis, la AFLS se utiliza para el tratamiento de cicatrices de
acné, debido a la regeneraciéon de coldgeno, elastina y proteoglicanos [288, 289]. En estudios recientes se
ha profundizado sobre el uso de la AFLS combinada con otros tratamientos con el fin de aumentar la
eficacia del tratamiento, prevenir efectos adversos y reincidencias del acné, asi como infecciones debido a la
prolongacion de las eritema o edemas inducidas por el laser. Entre los tratamientos estudiados se encuentra
la isotretinoina oral [290, 38], gluco-corticoides, células STEM, plaquetas ricas en plasma, terapia con luz
pulsada, radiacién por radiofrecuencia o incisiones subcutdneas [291]. En la Figura 4.3 se observa una

biopsia de la piel bajo una cirugia laser como tratamiento para cicatrices de acné. En dicha figura se
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puede apreciar la regeneraciéon inducida por los efectos de la AFLS, haciendo énfasis en la regeneracion y
remodelizacién de coldgenos, las cudles se observan en un periodo de un mes después de haberse realizado
la cirugfa l4ser. Dicho estudio fue realizado por Walia y Alster [292] con el objetivo de estimar los efectos

clinicos e histolégicos de la cirugia laser ablativa como tratamiento de cicatrices de acné.

-
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Figura 4.3: Biopsia donde se muestra el proceso de la regeneracién de la piel inducida por los efectos de
la AFLS como tratamiento para cicatrices de acné [292]. (A) Biopsia de la piel antes de ser sometida a
una AFLS, se puede observar la presencia de una cicatriz de acné. (B) Biopsia obtenida durante la cirugia
laser, los efectos de la ablacién se pueden observar en la epidermis (C) Biopsia tomada 6 meses después
de la cirugia 14ser, en donde se observa la regeneracién de coldgeno. (D) Finalmente, después de 12 meses,
la remodelizacién de colageno se observa.

A diferencia del estudio presentado por Walia y Alster, en esta tesis se planteo como objetivo estudiar
de forma objetiva la regeneracién de colageno en la piel después de haber sido sometida a una cirugia
laser, de forma no-invasiva, es decir, sin necesidad de emplear a la biopsia como estandar en el diagnéstico.
Los resultados se pudieron realizar de forma cuantitativa utilizando técnicas de aprendizaje automaético
para estimar de forma objetiva la regeneracion de la piel y diferentes procesos relacionados a ella. La
regeneracion de colageno es de principal interés, por lo tanto no fue necesario realizar mas mediciones de

seguimiento, que es donde la remodelizaciéon de los coldgenos se puede observar.
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4.4. Monitoreo de los Incrementos de Temperatura Inducidos
por la Cirugia Laser Fraccional Ablativa utilizando Image-
nologia por Termografia Infrarroja Digital

Actualmente se ha estandarizado el uso de la cirugfa laser fraccional ablativa (AFLS) como tratamiento
para enfermedades de la piel, como las cicatrices de acné. Ademaés, al combinarse con otros tratamientos,
es posible observar una mayor efectividad en la supresién de la enfermedad al utilizar otros tratamientos o
terapias complementarias. Como se estableci6 en las secciones 1.2.1 y 4.2, entre las principales aplicaciones
de la AFLS estén la regeneracién y el rejuvenecimiento de la piel, por medio de la produccién estimulada
y remodelaciéon de coladgenos, elastina y otras proteinas relacionadas a través de los mecanismos de la
fototermolisis [270, 72, 293, 294, 295]. A pesar de contar con estas ventajas, aun existen multiples contro-
versias en el uso de la AFLS, principalmente referentes al estudio individualizado de cada paciente, por
lo tanto es necesario estudiar los efectos inducidos por las interacciones de la luz y el tejido biologico de
forma individualizada y no-invasiva [286]. De esta forma las herramientas de la dptica biomédica pueden
utilizarse para cubrir estos requerimientos, principalmente utilizando técnicas de espectroscopia e ima-
genologfa. Con el objetivo de monitorear y valorar los efectos inducidos por las interacciones luz/tejido
en una aplicacién médica, se disenio un estudio clinico utilizando una cirugia AFLS como tratamiento
para cicatrices de acné con la espectroscopia Raman (RS) para monitorear la presencia y regeneracién
de las protefnas clave para la regeneracién de la piel (en particular los coldgenos tipo I, ITI, IV y V), la
espectroscopia de reflectancia difusa (DRS) para la evaluacién de la pigmentacion y el eritema inducido
por la AFLS, y finalmente la imagenologia por termografia infrarroja digital (DITI), para estudiar los

patrones térmicos e incrementos en temperatura sobre la piel del paciente al ser tratada con la AFLS.

En el estudio clinico propuesto, nueve pacientes con cicatrices de acné se sometieron a una AFLS
después de terminar un tratamiento de isotretinoina oral a dosis terapéuticas. La seleccion de los pacientes
se llevo a cabo siguiendo un criterio de exclusién el cudl indicaba tendencia keloidal, presencia activa de
acné, embarazo e inmunosupresién [101, 223]. La AFLS se llev6 a cabo utilizando un sistema Lutronic
eCO4 con una longitud de onda de 10.6um, energia por pulso de 120 — 140m.J/MTZ, densidad de 100 —
125spots/cm? y una potencia 6ptica de 25 — 30mW por paciente (Figura 4.4). Todos los pacientes fueron
informados acerca del estudio clinico propuesto y firmaron un informe de aceptacién para participar en
dicho estudio. Al finalizar la cirugia laser fraccional ablativa, se requirié que los pacientes siguieran las
indicaciones establecidas por el personal dermatolégico, con el objetivo de poder realizar el seguimiento y

la valoracién de forma adecuada.
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Figura 4.4: Sistema laser Lutronic eC'O5 utilizado para la AFLS. El laser fue irradiado sobre la piel de los
pacientes con un patréon de forma rectangular.

Previo al analisis espectroscépico de la regeneracién de la piel, se realizaron mediciones de termografia
infrarroja (DITI) en un solo paciente durante la sesién de la AFLS con el objetivo de monitorear los incre-
mentos en la temperatura directamente en la piel cada paciente, con esto fue posible obtener informacién
valiosa acerca de la regeneracion de las proteinas de interés que se discutirad en secciones posteriores. Es de
vital importancia mencionar que para realizar las mediciones DITI es necesario utilizar proteccién ocular
y en el equipo DITT debido a la alta energia generada en cada colisién del laser con la piel. Por medida de
precaucion es crucial contar con la guia de personal experimentado tanto en el drea dermatolégica como

en el area éptica-electronica.

Como primer resultado se observé que la presencia de las cicatrices de acné disminuyo de forma
apreciable y sin efectos adversos de la AFLS ni relapsos de la enfermedad. Previamente a la AFLS, las
cicatrices presentaban una distribucién uniforme en la zona facial de los pacientes (Figura 4.5.A). Al
finalizar la cirugia se realiz6 una sesién para la valoracion del tratamiento un mes después de la AFLS,

observédndose una clara reduccién en la presencia de las cicatrices de acné (Figura 4.5.B).
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Figura 4.5: Paciente con cicatrices de acné antes (A) y después (B) de la AFLS. No se observaron efectos
adversos ni reincidencias de las cicatrices de acné en ningin paciente.

Las mediciones DITT se realizaron utilizando un sistema de imagenologia, mejor conocido como camara
infrarroja, modelo FLIR T600 con una resolucién de 3202249 micro bolémetros sin enfriamiento, sensibi-
lidad térmica de 0.005°C, rango de temperaturas de —120 — 1200°C, rango espectral de 7.5 — 13um y una
configuracién de emisividad de 0.98 (Figura 4.6). Las mediciones se realizaron siempre guardando una
alta precaucion para el personal técnico, el equipo de medicién y sobre todo, de los pacientes, siempre con

la guia de personal experimentado.

Figura 4.6: Camara infrarroja FLIR T600.
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Antes de realizar la AFLS se utiliz6 una solucién salina para remover la suciedad ambiental de los
pacientes. La primera sesién de mediciones Opticas se realizé6 10 minutos antes de iniciar la AFLS. Las
zonas de interés fueron las superficies faciales donde se encontraba la mayor distribucion de cicatrices de
acné, en todos los pacientes se observé una mayor concentracién en las zonas de las mejillas, siendo estas
zonas donde se utilizdé una mayor potencia éptica y energia. En menor medida, se observé una presencia
de la enfermedad en zonas como la frente y la barbilla (Figura 4.7). Ademas, es posible observar un patrén

homogéneo en la temperatura facial, el cual se abordara mas adelante.

BxI  Max 33.1°C oC 36.0 Bxl  Max 34.8°C oC 36.0 Bxl  Max 34.2°C oC

Min 30.6 °C Min 33.6 °C Min 31.4 °C
Average 317 °C 8 I Average 34.3°C - 25 °c1‘<\
/
/ : Bx2 . P

Max 35.4 °C Bxt |

Min 32.9 °CL =
Average 34.1°C%y

Figura 4.7: Termogramas de las superficies de la mejilla derecha (A), frente y barbilla (B) y mejilla
izquierda (C) antes de la AFLS (PS).

Durante la cirugia los termogramas se tomaron manteniendo el enfoque del equipo protegido de los
efectos de la radiaciéon desprendida por el laser, resultando en incrementos de temperatura en las zonas
incididas por el laser. Previo a la AFLS, los pacientes fueron colocados en un espacio disefiado para
realizar terapias dermatoldgicas donde se les dio instrucciones de permanecer con los ojos cubiertos y en
estado de relajacién con el fin de mantener la temperatura observada durante la medicién PS (Figura
4.8.A). Eventualmente se incidié el laser en las zonas con presencia de acné realizando variaciones en la
potencia dependiendo de la severidad de la lesiéon. Fue en esta etapa donde se observd un incremento
considerable en la temperatura de la superficie facial como efecto del laser y por la reaccion instantdnea
de los pacientes (Figura 4.8.B). De todas las mediciones presentadas en esta tesis, esta fue la que supuso
un mayor riesgo, no solo para el paciente, sino para la cimara termografica y sobre todo para el operario.
Finalmente, se realiz6 una tultima medicién final 10 minutos después de finalizar la AFLS, donde se
observé un decremento en la temperatura de los pacientes, con el objetivo de descartar los incrementos
que pudieran haber sido ocasionados por la reaccién nerviosa del paciente al ser sometido a una AFLS
(Figura 4.8.C). Al finalizar la sesién todos los pacientes recibieron instrucciones de guardar reposo, evitar
la exposicion al sol y evitar el uso de irritantes para la piel como fragancias, maquillaje, etc. durante una
semana, tras la cudl se realizaria una medicién de seguimiento la cual se utiliz6 como herramienta para

la valoraciéon dermatologica.
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Figura 4.8: Termogramas adquiridos durante la AFLS. Superficie facial antes (A), durante (B) y después
(C) de la AFLS.

Una semana y media después se realizé un seguimiento a los pacientes, los cuales mostraron un patrén
térmico similar al observado en la medicién previa a la AFLS. Aunque transcurrié un lapso considerable
de tiempo, considerado como el indicado para observar la regeneracion de la piel, aun fue posible observar
la presencia de las cicatrices de acné en las zonas mas afectadas y ademads se observo la presencia de un
eritema en las zonas que fueron irradiadas con el laser, principalmente por la potencia 6ptica variable
que fue aplicada en cada zona. En la zona de las mejillas se observé la mayor presencia de las cicatrices
de acné, por lo tanto se realizé un énfasis en el andlisis de dichas zonas (Figuras 4.9.A y 4.9.B). En
cuanto a las zonas de la frente y de la barbilla, donde la presencia de las cicatrices de acné fue menor, la
incidencia del laser fue menor, resultando en una total supresién de la enfermedad observada durante el
primer seguimiento, ademds de observarse un decremento de temperatura menos pronunciado a diferencia
de la zona de las mejillas (Figuras 4.9.C). Posteriormente a este seguimiento, los pacientes recibieron
indicaciones para poder realizar sus actividades cotidianas utilizando sustancias humectantes para la piel,
pero aun evitando la exposiciéon al sol y el uso de sustancias irritantes para la piel. Mas adelante se
discutird acerca de la viabilidad de esta medicién a partir del andlisis de patrones térmicos en cada una

de las zonas analizadas.
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Figura 4.9: Termogramas adquiridos durante el seguimiento a la AFLS, donde se puede observar un patrén
térmico mas bajo en el paciente en las zonas de la mejilla derecha (A), mejilla izquierda (B) y frente y
barbilla (C).
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Para concluir el estudio propuesto de DITI como herramienta auxiliar en la valoraciéon de la AFLS
para cicatrices de acné, se realiz6 una ultima medicién un mes después de la AFLS. A diferencia de la
medicién anterior (FU), durante el segundo seguimiento (FU2) se observé una erradicacion total de la
presencia de cicatrices de acné en las zonas de interés. Las temperaturas observadas mostraron un patrén
ligeramente mayor que el observado durante la medicién de la pre-cirugia (PS) pero menor que el del
primer seguimiento (FU). En la Figura 4.10.A se muestra la temperatura promedio de la mejilla derecha
para esta medicién. Es en esta mejilla donde la presencia de las cicatrices de acné fue aun mas intensa, por
lo tanto la potencia 6ptica aplicada fue mayor y el tiempo de recuperacién tendria que ser mayor, aunque
todos los pacientes mostraron una notable mejora como se puede apreciar en la Figura 4.5. Por otro lado,
en la mejilla izquierda se aprecia una temperatura promedio mas baja que la temperatura promedio de la
mejilla derecha (Figura 4.10.B). Para las zonas de la frente y de la barbilla no se observé algiin cambio
significativo con respecto al primer seguimiento (Figura 4.10.C), por lo tanto se consider6 descartar la

medicién del primer seguimiento para los subsecuentes estudios.

Bxl  Max 34.1°C o( 0B x 34.1°C|oC Wy, Max 344 °C OC
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Average

Figura 4.10: Termogramas adquiridos durante el seguimiento a la AFLS en las zonas de la mejilla derecha
(A), mejilla izquierda (B) y frente y barbilla (C).

Al recopilar las temperaturas promedio observadas en cada etapa del experimento, se observé el in-
cremento de temperatura buscado en la medicién S. Durante las mediciones del seguimiento a la AFLS
se observaron patrones similares en ambas mediciones (Tabla 4.1). A pesar de considerarse como medi-
cién de control, durante la medicién PS se observo la mayor variabilidad entre las zonas faciales. Dichas

variaciones en la temperatura promedio se observan en la Figura 4.11.

Tabla 4.1: Temperaturas (Scores Térmicos) por zona en cada una de las mediciones.

Zona Pre-Cirugia Cirugia Follow-Up Follow-Up2
Barbilla 34.1° 34.1° 33.0° 32.9°
Frente 34.3° 33.1° 33.3° 33.4°
Mejilla Derecha 31.7° 34.9° 32.7° 32.6°
Mejilla Izquierda 32.5° 34.8° 32.9° 32.0°
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Figura 4.11: Comparacién de los patrones térmicos faciales de los pacientes antes (PS), durante (S), una
semana y media (FU) y un mes después (FU2) de la AFLS.

En la Figura 4.11 se observa una alta variacién durante la medicién PS debido a que la presencia
de las cicatrices de acné era variable en cada zona. Durante la medicién S se observé el incremento de
temperatura buscado, el cudl se abordara mas adelante. Para la medicion FU la variacién de los scores
térmicos se redujo de forma considerable debido a el proceso de regeneracién de la piel inducido por
la fototermolisis. Finalmente durante la medicién FU2 se volvié a observar una variacién en los scores
térmicos, indicando asi que la distribucién térmica se habia estabilizado, mostrando temperaturas variables
en cada zona analizada. En el Capitulo 5 se abordara mas a detalle este resultado con un estudio similar
(Secciénb.4). De acuerdo a los scores térmicos obtenidos, los incrementos en la temperatura se observan
principalmente en ambas mejillas ya que fue en esa zona donde se encontraba una mayor presencia de las
cicatrices de acné, por lo tanto, la potencia 6ptica y la energia aplicada fueron mayores en comparacion
con la barbilla y la frente, donde fueron minimas debido a la casi nula presencia de cicatrices de acné.
Ademads en estas zonas la variacién de temperatura fue practicamente nula, por lo tanto es conveniente

descartarlas para los siguientes estudios.

El patron térmico facial ha sido utilizado como referencia en el uso de la DITI como herramienta
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no-invasiva para el diagnéstico de enfermedades [199, 296, 297]. En el experimento realizado se observa un
incremento de aproximadamente 3°C' en la zona de las mejillas, que es donde se observo una regeneraciéon
de la piel mas pronunciada, en secciones posteriores se presentaran los andlisis de estas zonas utilizando

técnicas espectroscopicas.

4.5. Valoracion de la Piel Regenerada por medio de Espectros-
copia Raman In Vivo

Con el objetivo de realizar un analisis mas profundo y exacto acerca del estado y la composicién de la
piel regenerada, se requirié de un estudio basado en las interacciones luz/tejido. La espectroscopfa Raman
(RS), es una técnica utilizada para obtener informacién molecular de la muestra bajo andlisis, basada
en el efecto de esparcimiento de la luz. Debido a su naturaleza no-invasiva, la RS ha sido ampliamente
utilizada como herramienta médica para diagnéstico no-invasivo de enfermedades de la piel, monitoreo
de la hidratacién de la piel y valoracién de tejidos cancerigenos [38], asi como para la caracterizacién
de materiales, la deteccién de sustancias ilicictas [223]. Diferentes técnicas de machine learning se han
utilizado para el andlisis de datos espectroscopicos, principalmente para la reduccion, la clasificacion, la
discriminacién y la correlacion que existen entre los datos. Estas herramientas se aplican de diferentes
formas: como Aprendizaje Supervisado donde se tiene conocimiento a priori de los datos, como Aprendizaje
No-Supervisado donde no se tiene ninguna informaciéon previa acerca de los datos o de los resultados
esperados, 6 como Aprendizaje Reforzado donde se busca optimizar un anélisis previo. Partiendo de los
resultados del andlisis DITI del patrén térmico inducido por la AFLS para pacientes con cicatrices de
acné, en este estudio 9 pacientes con cicatrices de acné se sometieron a una AFLS siguiendo un criterio

de exclusion y una configuracién del sistema laser, como se planteo en la seccién 4.4.

Las mediciones del esparcimiento Raman se realizaron de forma, in vivo sobre la superficie de las mejillas
de cada paciente antes de ser irradiadas con el laser de C'O5 a una temperatura ambiente utilizando un
sistema Raman portatil modelo Ocean Optics IDRaman Mini con una longitud de onda de 785nm, rango
espectral de 850 — 1800cm ™!, rango de longitudes de onda de 810 — 957nm, resolucién espectral de
8cm ™!, potencia déptica de 100mW (50mW sobre la muestra) y una relacién sefial a ruido (SNR) de
1000 : 1 (Figura 4.12). La fuente de luz del equipo Raman es un diodo laser clase B con una irradiancia
cuyos pardmetros cumplen los requerimientos establecidos bajo el estandar ANSI Z136.1 para uso in-vivo.
Previamente, se analizo la viabilidad del uso de este dispositivo portatil para aplicaciones médicas en

comparacion con otros equipos [9, 223].
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Figura 4.12: Sistema Portétil Ocean Optics IDRaman Mini.

Al finalizar el experimento, es decir durante la valoracién del tratamiento, se volvieron a tomar es-
pectros Raman en las mismas zonas que fueron irradiadas con el laser, de esta forma se obtuvieron dos
clases de interes: espectros de los pacientes antes (PS) y después (FU) de la AFLS. El lapso de tiempo
entre las mediciones fue de un mes, de esta forma se busca observar la regeneracion de la piel con RS.
Para el procesamiento de datos espectroscépicos se utilizé una etapa para remover la fluorescencia uti-
lizando el algoritmo Vancouver [219], una etapa de filtrado utilizando un filtro digital Savitzky-Golay,
una etapa de normalizacién utilizando el area bajo la curva de los espectros y una etapa de truncacion
para reducir la variabilidad de las mediciones debido a los artefactos de movimiento de los pacientes y el
personal encargado de tomar las muestras, asi como la interferencia de rayos césmicos. Para las etapas de
pre-procesado, procesado y andlisis de datos se utilizaron las herramientas MATLAB 2018b y MATLAB
Online, ambas propiedad de The MathWorks Inc. El conjunto de datos (dataset) obtenido consistié de
36 espectros Raman, el cudl se dividio en 18 espectros antes de la AFLS (PS), correspondientes a ambas
mejillas para cada uno de los 9 pacientes, y 18 espectros in vivo de igual forma correspondientes a ambas
mejillas de cada uno de los pacientes al finalizar el experimento, es decir, un mes después de la AFLS
(FU). En la Figura 4.13 se observa la media de los espectros para ambas etapas del experimento, donde

es notable una clara diferencia entre ciertas bandas.
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Figura 4.13: Espectros Raman in vivo de los pacientes antes (PS) y después (FU) de la AFLS. Se muestra
también, la ubicaciéon aproximada de las bandas relacionadas a los espectros de los coldgenos, presentadas
en el Capitulo 3.

Al realizar un test de Wilcoxon entre los espectros con cicatrices de acné y los espectros después de
la AFLS se obtuvo un valor p = 0.0015, indicando que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre los espectros. De acuerdo a lo establecido en la Tabla 3.1 de la Seccién 3, se tiene una referencia de los
componentes del espectro Raman de la piel, el cuél se observa en la Figura 3.3. Este espectro fue adquirido
utilizando el mismo equipo Raman, en zonas sin presencia de las cicatrices de acné en los 9 pacientes bajo
analisis. Al analizar de forma cualitativa los espectros Raman de los pacientes del experimento con el
espectro de referencia de la piel es posible apreciar cierta similitud entre ellos, resaltando diferencias en

intensidades en las bandas correspondientes al coldgeno: 940, 1003, 1248, 1269, 1454 v 1665cm L.

Para otras aplicaciones, como la caracterizacién de materiales in situ o la detecciéon de sustancias in
vitro, es comun contar con un andlisis cualitativo de espectros Raman y en estudios mas recientes, utilizar
nanoestructuras para amplificar la sefial Raman del material y de esta forma encontrar la composicién
molecular de dicho material. Al tratarse de mediciones in vivo, es necesario emplear técnicas de machine

learning para cuantificar los espectros y de esta forma realizar un andlisis mas preciso.
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En las Secciones 3 y 4.3 se definieron las proteinas de interés que juegan un papel importante en el
proceso de regeneracién de la piel inducido por una AFLS, ademads se propuso el uso de técnicas no-
invasivas de la éptica biomédica para valorar los mecanismos de la regeneracién de la piel. Las proteinas
propuestas como referencias para el andlisis Raman son los coladgenos tipo I, III, IV y V, los cuales fueron
medidos de forma in vitro utilizando muestras adquiridas de los laboratorios Sigma-Aldrich. En la Figura
4.14 se observa el espectro Raman de la zona de control y los espectros in vitro de los colagenos con sus

respectivas bandas caracteristicas.
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Figura 4.14: Espectro Raman de la piel antes (PS) y después (FU) de la AFLS y de los coldgenos tipo-I
(T1C), tipo-IIT (T3C), tipo-IV (T4C) y tipo-V (T5C).

Como primera aproximacién se realizé un anélisis estadistico utilizando las bandas observadas en los
coldgenos en los espectros de la pre-cirugia (PS) y el seguimiento (FU), conocido como Anélisis de Perfil
de Bandas (BPA por sus siglas en inglés Band Profile Analysis). Dicha aproximacién consiste en tomar
los valores de las intensidades y realizar un test de Wilcoxon entre ambas mediciones, de tal forma que se
busca probar la hipdtesis nula de que ambas intensidades provienen de espectros de la misma clase contra

la hipétesis alterna de que no provienen de la misma clase. En la Figura 4.15 se observan los boxplots de
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las intensidades observadas. Solo la banda ubicada en 1460cm ™! mostré una diferencia estadisticamente
significativa con un valor p = 0.0483. Dicha banda fue observada en los espectros de los coldgenos tipo
Iy V, y corresponde a al enlace 6(CH). En la Figura 4.13 se observa que dicha banda presenta una
mayor intensidad en la medicion FU, por lo tanto se puede considerar como el primer biomarcador de
interés, pero debido a la relativamente pequefio tamano de la muestra, y al hecho de que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en las demas bandas, el BPA no puede considerarse como una

herramienta viable para estudiar la regeneracién de la piel de forma in vivo.
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Figura 4.15: Anélisis de las bandas observadas en los espectros Raman de la piel antes (PS) y después
(FU) de la AFLS.

Como segunda aproximacién, se realizé un Andlisis de Correlacidn Lineal (LCA, por sus siglas en
inglés, Linear Correlation Analysis) entre los espectros de los coldgenos in vitro y los espectros de los
pacientes in vivo. Esta aproximacion fue empleada anteriormente por Gonzalez et Al. 2011 para la detec-
cién de filagrina en pacientes con dermatitis atépica [93], permitiendo asi la posibilidad de cuantificar la
presencia de alguna proteina de interés de forma no-invasiva, individualizada, sin la necesidad de contar

con una gran cantidad de datos.
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También conocida como Correlacion Coseno, el LCA es una métrica para establecer la similaritud
entre dos muestras de diferentes patrones. Considerando un espectro como un arreglo de k elementos,
donde k representa el nimero de corrimientos Raman al cudl fue adquirido dicho espectro, es posible

determinar la similaritud que existe entre el espectro analizado y un espectro de referencia siguiendo la

Eq. 4.1 [94]:

ij(k)Spatient(k)dK
Cj,patient =
\/f[Sj(k)]Q\/f[spatient(k)]Q

(4.1)

Donde S; corresponde a el espectro de referencia, Spatient indica el espectro de los pacientes. En este
estudio, los espectros de referencia corresponden a los espectros de los coldgenos, el NMF, la elastina y
la melanina y posteriormente se consideran los loadings del andlisis de componentes principales (PCA).
Al ser considerados dos vectores, la similitud puede ser cuantificada por medio del coseno del dngulo que
hay entre ellos, de esta forma se obtiene la distancia y la direcciéon que existe entre ellos. Esta técnica es
comtun dentro de la ciencia y mineria de datos y recientemente se ha empleado en el area de la éptica

biomédica, en particular con datos espectroscopicos [93, 94, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306].

El LCA se lleva a cabo directamente sobre el conjunto de datos y el espectro de referencia obteniendo
as{ la contribucién de la proteina en cada etapa del experimento. Para validar el LCA fue necesario
analizar los espectros de la piel normal con cada uno de las proteinas medidas experimentalmente asi
como utilizando espectros previamente reportados en la literatura. Se puede observar claramente una
correlacién mas alta en el colageno tipo IV debido a que los espectros de la piel sana fueron tomados en
la zona del flexural del codo, donde la presencia de glandulas es considerablemente mayor y de acuerdo a
la Seccién 3.5, la presencia del colageno tipo-IV es mayor en las zonas donde estan localizadas este tipo

de glandulas.

Aunque es la proteina con mayor presencia en la piel, el LCA del colageno tipo-I resulto en un valor
relativamente bajo en comparacion con el coldgeno tipo-4. De acuerdo a lo establecido por Nyugen et
Al. [227], al ser el coldgeno tipo-I el principal constituyente de la piel, y el coldgeno tipo-IV el principal
constituyente de la membrana basal de la interfaz epidermis/dermis con un grosor fino, por lo tanto, es
posible que la medicion Raman se componga de la contribucién de ambos coldgenos. Por otro lado, la
contribucién del coldgeno tipo-IIT mostré ser la mas baja de los coldgenos analizados debido a que esta
co-localizada con el colageno tipo-I pero en menor proporcién. El coldgeno tipo-V mostré un valor cercano
al del colageno tipo-I, como se planteo en la Seccién 3.6. Finalmente, se observaron valores mas altos en

los espectros del NMF| la elastina y la melanina, que fueron obtenidos de la literatura.

Analizando los coeficientes del LCA para la zona de control fue posible observar que los coldgenos se

encuentran distribuidos en diferente proporcién sobre la piel (Figura 4.16). Este andlisis, que originalmente
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fue utilizado como referencia para todos los estudios espectroscopicos de esta tesis, proporciond una
validacién de la contribucién que tuvieron los espectros de las proteinas medidos experimentalmente con
los espectros de los pacientes. En la Figura 4.16 se observan los coeficientes de correlacion entre los

espectros de los colagenos y los espectros de los pacientes.
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Figura 4.16: Coeficientes del LCA entre los espectros Raman de la piel sana (zona de control) y los
espectros de los coldgenos (I, III, IV y V).

El espectro del coladgeno tipo-I fue el primero en ser analizado con los espectros con de las cicatrices de
acné, con la hipétesis de que su presencia seria mayor después de la AFLS como efecto de la regeneraciéon
de la piel. Se obtuvo coeficiente medio de correlacién de 0.02 £ 0.2 (PS) y de 0.03 £+ 0.02 (FU) con un
valor p = 0.77 entre la media de ambas mediciones, por lo tanto el incremento observado en la presencia
del colageno tipo-I no se considera estadisticamente significativo. En la Figura 4.17.A se observan las
comparaciones entre los valores de correlacién entre ambas mediciones, PS y FU para el colageno tipo-
I, donde es posible observar un outlier en la medicién FU. Se observa ademas, que ambas mediciones
mantienen valores cercanos. Esta homogeneidad esta directamente relacionada con el hecho de que el
coldgeno tipo-I la proteina mas abundante en la piel, independientemente si existe una presencia de acné

0 no, y el pequeno incremento observado es efecto del proceso de regeneracién de la piel.
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Para el anilisis del coldgeno tipo-III se observé un decremento en el valor del LCA durante la medi-
ciéon FU, ademés de observarse la presencia de un outlier tanto en la medicién PS como en la medicién
FU (Figura 4.17.B). De acuerdo a lo establecido en la seccién 3.4, el coldgeno tipo-IIl es comtinmente
analizado junto con el coldgeno tipo-I debido a que se encuentra embebido en el, y su presencia sirve
como complemento para cuantificar el proceso de rejuvenecimiento de la piel por medio de la AFLS. Al
igual que con el coldgeno tipo-I, el resultado obtenido para el coldgeno tipo-IIT tampoco es estadistica-
mente significativo (p = 0.37), aunque es importante observar como el grado de variacién entre el rango

intercuartil disminuye.

Por otro lado, al analizar el coldgeno tipo-IV fue posible observar valores de correlacion mas elevados
en comparacién con los coldgenos tipo I y III (Figura 4.17.C). Durante la medicién PS se observé una
mayor variacién en su rango intercuartil, el cudl se redujo notablemente durante la medicion FU . Se
observé ademds un incremento de 0.07 4 0.02 a 0.08 =0.02, aunque sin significancia estddistica (p = 0.65),
el cudl esta relacionado con el proceso de cicatrizacién de las heridas inducidas por la AFLS, de acuerdo

a lo establecido en la seccién 3.5.

Finalmente, en los valores LCA del coldgeno tipo-V, se observ) un pequeno incremento de 0.07 + 0.02
a 0.08 £ 0.02 con un valor p = 0.65 y de igual forma que los coldgenos anteriores, la variaciéon se redujo
significativamente durante la medicién FU (Figura 4.17.D). En la seccién 3.6 se establecié que la presencia

del colageno tipo-V es un biomarcador para enfermedades inflamatorias de la piel.

Es importante mencionar que el LCA se realizé como un estudio individualizado sobre una pequena
muestra, por lo tanto, se observan valores bajos para la presencia de los coldgenos. Como se propuso en
un estudio previo [93], el LCA se puede emplear como una herramienta de andlisis individualizado, con
la limitante de que se deben realizar pruebas con conjuntos de datos en grandes magnitudes, y de esta
forma validar un rango de valores para los pacientes que presenten deficiencias o incrementos anormales

de una determinada proteina de referencia.

Al analizar los resultados obtenidos, se establece que LCA puede considerarse como una herramienta
para la cuantificacién de proteinas que actiian como biomarcadores de enfermedades de la piel, indepen-
dientemente de la concentracion de estas, la cual no se considera en este trabajo, al ser la piel un medio

turbio con una distribuciéon des-uniforme de proteinas.
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(A) AFLS RS-LCA (T1C) (B) AFLS RS-LCA (T3C)
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Figura 4.17: Coeficientes del LCA entre los espectros Raman de la piel con cicatrices de acné y el coldgeno
(A) tipo-1, (B) tipo-III, (C) tipo-IV y (D) tipo-V.

Debido a que los valores obtenidos en el LCA son bastante bajos, fue necesario emplear otra técnica mas
especifica para cuantificar los cambios observados en los espectros Raman. El Andlisis de Componentes
Principales (PCA, por sus siglas en inglés, Principal Components Analysis) es una técnica de andlisis
multivariado empleada en el machine learning para la reduccién y clasificacién de variables, conservando
la mayor parte de la variabilidad de el conjunto de datos original [38, 199, 94, 92|, es decir, el conjunto de
datos es transformado a un espacio donde los espectros son convertidos en componentes independientes
entre s [307]. De forma general, PCA convierte el conjunto de datos original a un espacio de variables
con una dimensionalidad menor, conocidas como Componentes Principales (PC’s) [308]. Cada PC es
independiente uno del otro y describe diferentes grados de informacién del conjunto de datos original de
forma descendente, es decir el primer PC contiene mayor informacién que el PC2, que a su vez contendra
mayor informacién del PC3 y asi subsecuentemente. PCA proporciona diferentes resultados con los que
es posible simplificar el andlisis de datos: La cantidad de informacién que contiene cada PC puede ser
observada en términos de la varianza, acumulada o independiente, en una grafica conocida como Scree

Plot. La contribucién de cada PC a el conjunto de datos puede observarse en una grafica conocida como
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Score Plot, donde ademas es posible realizar inferencias acerca de la clasificacién de las variables originales,
es dentro de esta gréafica donde se puede realizar un clasificador adicional que se presentara mas adelante.
Finalmente, los PC’s que se consideren mas relevantes pueden ser analizados en una grafica conocida
como Loadings Plot donde se puede observar claramente como contribuye cada PC a el conjunto de datos

original. En resumen, los objetivos de PCA son [309]:

= Reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos.

= Retener la mayor parte de la informacién del conjunto de datos original en un nuevo conjunto de

datos con menores dimensiones.

= Simplificar la interpretacion de la informacion del conjunto de datos original, al observar la contri-

bucién que tiene cada PC en el conjunto de datos original.

= Realizar una clasificacién de las variables del conjunto de datos original en términos de los PC’s.

Considerando conjunto de datos (Dataset) de dimensiones como una matriz de Mz N, donde M = 36
corresponde a los espectros Raman de mediciones in vivo de la piel, de los cuales 18 corresponden a la
medicién de la pre-cirugia y 18 corresponden a la medicién del seguimiento de la AFLS (FU), y N = 951
corresponde a corrimientos Raman a los cuales fueron muestreados los espectros en un rango espectral de
850 — 1800cm~!. Al aplicar PCA al dataset original se obtuvieron tres resultados diferentes: una matriz
de MxzN donde M representa el nimero componentes principales, conocidos como Loadings, una matriz
de MxM que contiene los coeficientes de la matriz de transformacién entre el dataset original y los PC’s,
conocidos como Scores, y un vector que contiene M eigenvalores, que indican la varianza total de cada PC’s
en orden descendente. La Varianza explica el grado de dispersién o variacion que existe en un conjunto
de datos, por lo tanto, el vector de las varianzas totales correspondientes a cada PC sirve para valorar
cuales PC’s pueden ser considerados para la reduccién de variables, considerando aquellos que contengan
la mayor variabilidad posible. Los valores se encuentran de forma descendente de tal forma que el PC1 es

el que tiene la mayor parte de la varianza explicada.

Las varianzas explicadas se pueden analizar de forma acumulada (Figura 4.18A) 6 individual (Figura
4.18B) en un scree plot. Aunque ambas representaciones proporcionan la misma informacién es reco-
mendable utilizar ambas ya que en ocasiones los PC’s que retienen la mayor variacién posible no son
los 6ptimos para realizar una reduccién de datos, por lo tanto es de vital importancia analizar cada PC

seleccionado de forma individual asi como su correspondiente loading plot.
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Figura 4.18: Scree plot de la varianza explicada de forma total acumulada (A) e individual (B). Normal-
mente los primeros PC’s son los que retienen la mayor cantidad de varianza, pero en este caso, se observé

una homogeneidad considerable en la mayoria de los PC’s.

Debido a que las varianzas explicadas en cada PC son bastante cercanas entre si, es conveniente utilizar
distintas métricas para evaluar cuales PC’s son los que mejor pueden reducir el tamafio del conjunto de
datos origina, asi como para clasificar las variables de interés contenidas en el conjunto de datos original.
Entre dichas métricas se pueden mencionar el andlisis de correlacién lineal, la distancia de Mahalanobis, la
distancia Euclideana, la similitud coseno, etc. En esta tesis se calculd la correlacién lineal entre los espectros
in vivo y los loadings correspondientes a los PC’s 1, 2, 3 y 4, ya que retienen el mayor porcentaje de la

varianza explicada (50.97 % en total).

En la Figura 4.19 se observa la matriz de correlacién calculada entre los espectros in vivo, los loadings
obtenidos en el analisis de componentes principales y los espectros in vitro de los colagenos. Los loadings
correspondientes al PC1 y PC3 fueron seleccionados de acuerdo a los coeficientes de correlacién obtenidos:
0.75 entre la medicién FU y el loading del PC1, y 0.51 entre la medicién PS y el loading del PC3. Ademas
los espectros de los coldgenos se volvieron a utilizar, calculando la correlacién que hay entre cada uno
de los espectros con los loadings considerados los valores con mayor correlacién obtenidos fueron 0.11
entre el colageno tipo-1 y el loading del PC2, 0.09 entre el colageno tipo-I1I y el loading del PC3, 0.31
entre el colageno tipo-1V y el loading del PC3 y 0.21 entre el colageno tipo-V y el loading del PC2. Estos
resultados fueron menores en comparacién con las mediciones in vivo, por lo tanto se determino utilizar

los espectros de los colagenos exclusivamente para evaluar la forma de los loadings seleccionados.
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Figura 4.19: Matriz de correlacién lineales entre los espectros in vivo, los loadings obtenidos en el anélisis
de componentes principales y los espectros in vitro de los coldgenos.

El Score Plot es una grafica donde se muestran los coeficientes de la transformacién del espacio del
conjunto de datos original a el espacio de los componentes principales, de igual forma que los loadings, hay
un score para cada componente principal. La contribucién que tiene cada PC sobre el conjunto de datos
original correspondiente a los espectros in vivo de las lesiones antes (PS) y después (FU) de someterse a
una AFLS para cicatrices de acné, al graficar los coeficientes de la transformacién de datos originales a
los componentes principales (Figura 4.20). Idealmente se espera observar una separacién de variables en
el score plot, de esta forma se puede considerar como una aproximacién cualitativa mas intuitiva, aunque
menos precisa. Al observar el score plot del PC3 vs PC4 se puede apreciar como existe una separacion entre
los espectros de la medicion PS y la medicién FU. Aunque se puede utilizar este anélisis cualitativo para
la seleccion de PC’s, es recomendable utilizar otras técnicas cuantitativas mas precisas. Posteriormente se
utilizard el score plot para observar la correlacién lineal (LCA) que existe entre los loadings de los PC’s

seleccionados y cada uno de los espectros de los pacientes.
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Figura 4.20: Score plots de cada PC. Los marcadores en color rojo representan a los espectros de la

pre-cirugia (PS) mientras que los marcadores en color azul representan a los espectros del seguimiento
(FU).

Al analizar cada score plot es posible observar la contribucién que tiene cada PC en el dataset original,
ademads de que es posible realizar una clasificacién preliminar de las variables originales, la cudl se realizara
posteriormente. En la Figura 4.20 se observa que es posible diferenciar entre ambas variables: marcadores
rojos para los espectros de la pre-cirugia y azul para los espectros del seguimiento, dependiendo del PC
seleccionado por lo tanto se determino la correlacién entre cada PC’s y los espectros originales, para la
seleccién de PC’s y posterior reduccién de datos. Los valores obtenidos fueron una r = 0.29 entre el PC1
y la medicién PS, r = 0.75 entre el PC1 y la medicién FU, r = 0.51 entre el PC3 y la mediciéon PS y
finalmente, » = 0.12 entre el PC3 y la mediciéon FU. El porcentaje de la varianza total explicada por los
PC’s seleccionados fue de 22.35% para el PC1 y 6.84 % para el PC3. Adicionalmente a este abordaje,
existen técnicas analiticas donde se incluye la distancia de Mahalanobis ente el centroide de la grafica y
cada PC, o bien, incluir el espectro de referencia dentro del dataset y encontrar la norma euclidiana entre

dicho espectro y cada PC obtenido.
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Aunque la distribucién de las mediciones in vivo en el espacio de los PC’s presenta un alto grado de
homogeneidad, en el score plot seleccionado (PC1 vs PC3) se observa una separacién entre las mediciones
mediciones PS y FU. Anadiendo el etiquetado de los espectros a el score plot es posible observar cuél
espectro se aleja de la tendencia de su clase, por lo que puede ser clasificado erréneamente. Utilizando este
abordaje también es posible determinar cudl lesiéon presento una regeneracién de las proteinas de interés

mencionadas anteriormente (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Score plot seleccionado para la reduccién y clasificacion de variables, en donde se observa la
distribucién de las mediciones in vivo dentro del espacio de los PC’s.
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El Andlisis Discriminante Cuadrdtico (QDA, por sus siglas en inglés, Quadratic Discriminant Analysis)

es una técnica utilizada para clasificacién de variables, la cudl esta basada en la matriz de covarianza

entre cada clase, es decir PS y FU. La matriz de covarianza indica el grado de dispersiéon que existe entre

los elementos de un conjunto de datos, al considerarse dos clases, se obtuvieron matrices de covarianza

diferentes para cada clase, por lo tanto, se optd por este tipo de andlisis, el cuél es complementario a PCA.

Al incluir el clasificador en el score plot es posible marcar una frontera entre ambas clases y establecer un

criterio de clasificacién entre mediciones (Figura 4.22).
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Figura 4.22: Abordaje PCA-QDA para la reduccién y clasificacién de variables con el score plot seleccio-

nado (PC1 vs PC3).
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En la Figura 4.22 se observa que existen clasificaciones erréneas entre las clases observadas, por lo tanto
fue necesario emplear una Matriz de Confusion para describir el rendimiento del clasificador QDA aplicado
al PCA. En dicha representacién se analiza la clase verdadera, es decir, las mediciones realizadas, y la clase
predecida, la cudl representa la prediccion en la cudl esta basada el clasificador cuadrético (Figura 4.23).
La interpretacion de la CM indica que de las 18 mediciones analizadas para el seguimiento (FU), 9 fueron
correctamente clasificadas, mientras que las otras 9 mediciones restantes fueron clasificadas erréneamente

como medicién de la pre-cirugia (PS). Por otro lado, de las 18 mediciones para el la pre-cirugia (PS), 16

fueron clasificadas correctamente, mientras que 2 fueron clasificadas erréneamente.

AFLS-PCA-QDA

True Class

FU PS

Predicted Class
Figura 4.23: Matriz de Confusién (CM, por sus siglas en inglés, Confusion Matriz) para el abordaje
PCA-QDA.

A partir de esta representacién, es posible establecer un Clasificador Binario, utilizo para clasificar de
forma un conjunto de datos de acuerdo a las clases de interés, y posteriormente, determinar el nimero
de Verdaderos Positivos (observaciones positivas clasificadas positivamente), Verdaderos Negativos (ob-
servaciones positivas clasificadas negativamente), Falsos Positivos (observaciones negativas clasificadas

positivamente) y Falsos Negativos (observaciones negativas clasificadas negativamente):
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» Verdaderos Positivos: TP = 9.
= Verdaderos Negativos: TN = 9.
» Falsos Positivos: F'P = 2.

= Falsos Negativos: F'N = 16.

De acuerdo a los principios del clasificador binario, las clases de interés para este estudio fueron los
espectros obtenidos durante la pre-cirugia (Clase Negativa) y durante el seguimiento (Clase Positiva). En
base a los resultados observados en la Figura 4.23 , ahora es posible definir los pardmetros del clasificador,
los cuales se utilizan para evaluar su rendimiento. La Resolucién (en inglés, Accuracy) indica el porcentaje
de las predicciones que son correctamente clasificadas para cada clase, obtenido al sumar los datos que
fueron clasificados correctamente para cada clase (PS y FU) dividido entre el nimero total de los datos
observados, en este caso, el nimero total de espectros. La Sensitividad se utiliza para indicar el porcentaje
de las predicciones correctamente clasificadas exclusivamente, es decir, aquellos datos que fueron clasifica-
dos dentro de la clase positiva dividido entre el ntimero total de clasificaciones correctas para ambas clases.
A la sensitividad también se le conoce como Razdn de Verdaderos Positivos. Finalmente, la Especificidad
es el pardmetro del clasificador utilizado para expresar el porcentaje de clasificaciones erréneas dividido
entre el nimero total de clasificaciones incorrectas. A este pardmetro también se le conoce como Razdn

de Verdaderos Negativos. Para el clasificador analizado se obtuvieron los parametros:

= Resolucién (Accuracy).

TP+ FN
AccfTP+TN+FP+FN70.6944%69.44% (4.2)
» Sensitividad (Sensitivity).
Sen— 1T _ 036 36% (4.3)
NTTPYFN ’ '
= Especificidad (Specificity).
TN

Adicionalmente, es necesario expresar el Porcentaje de Error del clasificador, el cuél indica el niimero
total de clasificaciones incorrectas para ambas clases. Este parametro es obtenido a partir de la Eq. 4.2

comao:

Err=1—-Acc=1-0.75 = 0.3056 — 30.56 % (4.5)

70



Dentro del machine learning es una practica comin utilizar métodos para evaluar el rendimiento de
un clasificador. Para estimar el rendimiento del clasificador QDA se utilizé un método de Validacion
Cruzada de K-Iteraciones. En este método, el conjunto de datos a clasificar es dividido k subgrupos,
donde un subgrupo se utiliza validar el conjunto de datos y los restantes k — 1 subgrupos se utilizan para
entrenamiento. Utilizando esta aproximacién, los scores del PCA se consideraron como el conjunto de
datos a clasificar con un método de validacién de 10-iteraciones obteniendo una resolucién de 63.89 % y
un porcentaje de error de 36.11 %. De esta forma es posible utilizar los PC’s seleccionados para encontrar
la contribucién de los espectros de las proteinas de referencia en los espectros de los pacientes en el espacio

de los componentes principales del conjunto de datos original.

Como aproximacién final para el estudio de los efectos de la cirugia laser fraccional ablativa (AFLS)
por medio de espectroscopia Raman (RS) se analiz6 la correlacién que existe entre los loadings de los
PC’s seleccionados y los espectros originales correspondientes a la piel. Dicha aproximacién también esta
conformada por el andlisis de componentes principales (PCA) para reduccién y clasificacién de variables,
el andlisis cuadritico discriminante (QDA) para la clasificacién de las variables de interés, asi como
el andlisis de correlacién lineal (LCA), también conocido como Andlisis de Correlacién Coseno para
encontrar la similitud entre los loadings de los PC’s seleccionados con los espectros originales, de esta
forma se establecié un criterio de clasificacién individualizada para los pacientes que se sometieron a una
AFLS. Este abordaje fue propuesto por Alda et Al. 2011 para la deteccién temprana y no-invasiva de
alergia al nickel [94] y su principal ventaja es que al afladir un nuevo espectro a el conjunto de datos, este
pueda ser automaticamente clasificado sin tener informacién previa acerca del estado de la piel, evitando
asi la necesidad de realizar el estudio completo cada que se afiada un nuevo espectro. Esta aproximacion
PCA-QDA-LCA, originalmente propuesta para realizar un diagnéstico temprano de enfermedades de la
piel, es la principal propuesta de esta tesis como herramienta para la valoracion de los efectos de cirugias

basadas en la luz para enfermedades de la piel.

En el score plot de la Figura 4.24 se muestran los valores de correlacion ente el PC1 y el PC1 con los
36 espectros in vivo de las cicatrices de acné. Al igual que la anterior aproximacién con PCA, donde se
buscaba reducir variables de tal forma que pudiera apreciarse una separacién de variables una vez realizada
una reduccién de dimensiones, el andlisis de discriminantes cuadratico (QDA) se volvié a emplear para
establecer un criterio de clasificacién de acuerdo a el tipo de lesién. En dicha grafica se puede observar
un patréon similar al de la Figura 4.22, donde se muestra el criterio de clasificacién obtenido con QDA.
Al afiadir un nuevo espectro a dicho analisis, este puede ser clasificado de forma efectiva de acuerdo a
sus caracteristicas espectrales. Dicha aproximacién depende del conjunto de datos utilizado y puede ser

aplicado a cualquier otra enfermedad, sea o no de la piel.
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Figura 4.24: Score plot de los valores LCA entre los PC1 y PC3 con los espectros originales correspondientes
a las mediciones in vivo de la piel antes (PS) y después (FU) de someterse a una AFLS para cicatrices de
acné.

Analizando la matriz de confusién del QDA se obtuvieron los pardametros de clasificacion del QDA,
asi como los parametros obtenidos para evaluar el rendimiento del clasificador utilizando una validacién
cruzada de 10 iteraciones (10F-CV). En la Figura 4.25 se observa la matriz de confusién para la aproxima-
cién PCA-QDA-LCA, donde se observa un resultado ligeramente mayor al de la aproximacién PCA-QDA,
esto debido a que los espectros originales son analizados, ahora en términos del resultado obtenido por el

PCA. Los pardmetros obtenidos del clasificador QDA y su validacién fueron:
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s Resolucién (Accuracy): 83.33 %.

» Sensitividad (Sensitivity): 43.33 %.
= Especificidad (Specificity): 83.33 %.
» Resolucién (10F-CV): 77.78 %.

» Error (10F-CV): 22.22 %.

AFLS-PCA-QDA-LCA

True Class

FU PS

Predicted Class
Figura 4.25: Matriz de Confusién para la aproximacién PCA-QDA-LCA.

Retomando los espectros de los diferentes tipos de coldgenos, ahora se buscd obtener una correlaciéon
con los loadings de los PC’s seleccionados. Es importante mencionar que al evaluar los loadings, se tengan
intensidades negativas o con ordenes de magnitud menores a los espectros originales. En la Figura 4.26
se muestran los espectros de los pacientes durante la pre-cirugia y el seguimiento, los PC’s seleccionados

y los espectros de los colagenos.
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Figura 4.26: Analisis del Perfil de Bandas con los loadings de los PC1, PC2, PC3, PC4 y los espectros de
los colagenos. Las lineas punteadas indican la posicién de las bandas caracteristicas en los coldgenos.

En la Figura 4.26 se puede observar como los PC’s seleccionados presentan las bandas observadas en
los espectros de los coldgenos, principalmente con el espectro del coldgeno tipo-I, el cudl es se menciond
anteriormente, es la proteina con mayor presencia en la piel humana. A pesar de mostrar una mayor
cantidad de ruido, el coldgeno tipo-IV también mostré diversas bandas que estan presentes en los espectros
originales asi como en los loadings de los PC’s. La contribucién con el coldgeno tipo-11I es practicamente
nula, y es solo apreciable en las bandas que estan presentes en un rango de 900 — 1000cm~!. Por otro lado,
tomando el espectro del coldgeno tipo-V, se observa solo una contribucién en las bandas de 900cm ™! y
1460cm~!. Las bandas de interés y sus respectivas asignaciones, asi como los espectros de los coligenos
donde son observadas dichas bandas se muestran en la Tabla 4.2. La asignacién de cada banda se realizé
en base a los trabajos de espectroscopia Raman en la piel previamente reportados en la literatura, asi
como en notas técnicas provenientes de los fabricantes de equipos Raman para aplicaciones médicas. Es
importante mencionar que la seleccién de bandas se realizé tomando exclusivamente las bandas observadas

en los espectros de los colagenos, sin considerar bandas adicionales.
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Tabla 4.2: Bandas de interés observadas en los espectros Raman de los coldgenos, en los pacientes y en
los PC’s seleccionados, con sus respectivas asignaciones.

Bandas de Interés (cm~!) | Coldgeno Asignacién

895 I I, Vv Melanina [310]

933 I, II1, IV v(CC) pralina, valina [311]

1000 v v(C-C) phenylalanine [311]

1076 v v(CC) skeletal

1352 I, IV Melanina [98]

1423 I Proteins, lipids, CH2 scissoring [311]
1440 LV 0(CH) proteins and lipids [311, 312]
1662 v Amida I, v(C=0) a — heliz [313]
1735 v Amida I v(C=0) [311]

Como complemento a la aproximaciéon PCA-QDA-LCA, se utilizé de nueva cuenta el anélisis de corre-
lacion lineal (LCA), ahora para cuantificar la presencia los espectros de referencia en los loadings obtenidos
con PCA. De esta forma, también es posible correlacionar las bandas caracteristicas observadas en los loa-
dings con las bandas caracteristicas observadas en los espectros de referencia, de forma similar al estudio
realizado por Gonzdlez et Al 2011 para la deteccién temprana de dermatitis atépica [92]. Los resultados de
dicha aproximacién se muestran en la Tabla 4.3. En comparacién con el LCA con los espectros originales,
se observan valores similares para todos los coldgenos. De esta forma se puede concluir que los coldgenos
tienen una regeneracién ya que las bandas de interés son las que presentan una mayor intensidad en el

seguimiento de la AFLS.

Tabla 4.3: Valores del LCA entre los espectros de los coldgenos con los loadings de los PC’s seleccionados.

Proteina PC1 PC3
T1C 0.07 0.09
T3C -0.06 0.09
T4C 0.03 0.31
T5C 0.09 0.03

De esta forma se finalizé el estudio de espectroscopia Raman para detectar la presencia de biomarcado-
res relacionados a el proceso de regeneracién de la piel por efectos inducidos de la cirugia laser fraccional
ablativa (AFLS). Los resultados obtenidos fueron satisfactorios ya que se obtuvo una reduccion total en
la presencia de las cicatrices de acné al final del estudio. De forma cuantitativa, se observo una similitud
considerable entre los espectros de los paciente y los espectros de los coldgenos medidos experimentalmen-

te al utilizar el andlisis de correlacion lineal (LCA). Posteriormente, fue de gran interés como se observé
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una separacién de variables al implementar el andlisis de componentes principales (PCA), el cudl se habia
propuesto originalmente para realizar exclusivamente una reduccién de variables. Con este resultado, se
requirié de la implementacién de un anélisis de discriminantes cuadratico (QDA) para poder establecer

de forma cuantitativa un criterio de clasificacién de acuerdo a los resultados del PCA.

Al profundizar en los resultados obtenidos, se obtuvo una combinacién de técnicas (PCA-QDA-LCA)
la cudl es el resultado central de esta tesis. De esta forma se establece que la espectroscopia Raman
es una técnica que puede utilizarse efectivamente como herramienta para monitoreo de enfermedades

dermatolodgicas, asi como para la valoracién de sus respectivos tratamientos.

4.6. Clasificacion y Discriminacién de Cicatrices de Acné utili-
zando Mediciones de Espectroscopia de Reflectancia Difusa
In Vivo

Una vez realizados los estudios para el monitoreo y evaluaciéon de la piel regenerada, fue necesario
evaluar el proceso de cicatrizacién de la lesién por medio del eritema inducido por la AFLS. Al utilizar
un laser de alta energfa, la piel bajo el tratamiento de la AFLS sufrié una lesién que, con el cuidado
apropiado, fue disminuyendo. Como mediciéon complementaria a las técnicas DITI y RS, se realizaron
mediciones de espectroscopia de reflectancia difusa (DRS) para valorar la evolucién del eritema de forma
in vivo en la superficie facial de los pacientes, de esta forma, la cicatrizacion de la herida se pudo validar

de forma cuantitativa y no-invasiva.

Durante la medicién PS se obtuvieron 20 espectros y durante la mediciéon FU se obtuvieron 24 espectros
cubriendo las zonas del visible (VIS) y del cercano infrarrojo (NIR) del espectro electromagnético. El
equipo utilizado fue un espectrometro Ocean Optics Jaz, el cudl tiene integrada una fuente de iluminacién
de tungsteno-hal6geno con un rango espectral de 450 — 1100nm, relacién senial a ruido (SNR) de 250 : 1
y una resolucién éptica (FWHM) de 1.3nm (Figura 4.27) utilizando como guia de iluminacién una sonda
bifurcada Ocean Optics R400 — 7 — VIS — NIR cuyo rango optico es de 400nm — 2.1um. Como primera
aproximacién se utillizaron las mismas técnicas planteadas en la seccién 4.5, utilizando un andlisis de
componentes principales (PCA) y un andlisis de discriminantes lineal (LDA) para reduccién y clasificacién
de datos. Para esta aproximacion el interés fue exclusivamente establecer una clasificacién de los espectros

y asi poder justificar el estudio de los indices de melanina y del eritema inducido por la AFLS.
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Figura 4.27: Espectrémetro Ocean Optics Jaz.

El pre-procesado de los espectros DRS se llevo a cabo utilizando la metodologia propuesta por Gonzalez
et Al. [60], para estandarizar de espectros al utilizar una medicién de referencia y una medicién del ruido
del detector. Ademas, se incluy6 una etapa de filtrado utilizando filtro digital Savitzky-Golay, deteccién y
eliminacién de outliers, asi como una etapa de normalizacién utilizando el area bajo la curva. En la Figura
4.28 se observa el espectro DRS de la piel sana. Adicionalmente a lo reportado, para tomar mediciones
DRS con el espectrémetro utilizado, es necesario esperar un lapso de 10 — 20min con el objetivo de que el
detector se estabilice, y las lecturas sean mas precisas, de lo contrario, la senal obtenida se vera ordenes
de magnitud menor que la sefial generada por el ruido del detector, principalmente en el rango del UV

(100 — 400nm).

Para realizar las mediciones DRS en este experimento se realizo la mediciéon del blanco estandard a
90 deg de la superficie del blanco, posteriormente se realiz6 la medicién del ruido del detector. Posterior-
mente se volvid a colocar la sonda 6ptica a 90 deg sobre la superficie de la muestra durante 30msin para
estabilizar las mediciones del detector. Durante la etapa de estabilizacién se tomaron espectros cada 5
min y se almacenaron para una posible correccién en la normalizacién, la cual no fue necesaria en este
experimento. Finalmente los espectros se tomaron directamente a 90 deg sobre la superficie facial antes
(PS) y despues (FU) de la AFLS. Los tiempos entre las mediciones son los mismos que los tratados en
las dos seciones anteriores para el estudio DITT (seccién 4.4) y RS (seccién 4.5) de las cicatrices de acné

bajo tratamiento con una AFLS.
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Figura 4.28: Espectro DRS de la piel sana.

El espectro de la piel sana muestra un bajo grado de variaciéon, mucho menor a los espectros analizados
para este estudio, que se presentaran mas adelante. Dicha variacién observada es a consecuencia de la
seleccién de la zona de adquisicién, en donde se tomo la superficie superior del antebrazo, cerca de la regién
de la axila, a diferencia que el estudio de la secciéon anterior, donde se tomé la superficie del flexural del
codo. A diferencia de la espectroscopia Raman, las mediciones de reflectancia difusa si pueden presentar
contribuciones de las venas, sudoraciéon, etc. Por dicha razoén, los espectros de control se excluyeron del
analisis. Los espectros obtenidos se muestran en la Figura 4.29, donde se observa una clara diferencia
entre la pre-cirugia y el seguimiento, especificamente en el rango de 400 — 600nm, el cudl esta dominado
por la presencia de la melanina [314]. Al realizar un test de Wilcoxon entre los espectros de ambos grupos

se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa de p = 4.82e~7.
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Figura 4.29: Espectros DRS para la pre-cirugfa (PS) y el seguimiento (FU).

Para establecer una diferencia mas precisa de los espectros, se realizé6 un anélisis de componentes
principales (PCA) para reduccién de datos combinado con un andlisis discriminante lineal (LDA) para
la clasificacién de variables, de la misma forma que con los espectros Raman. En la Figura 4.30.A se
muestra el porcentaje de la varianza total acumulada, mientras que en la Figura 4.30.B se muestra el
porcentaje total de la varianza individual. En dichos scree plots se observa que, a donde a diferencia del
PCA realizado con los espectros Raman, la mayor parte de la varianza se encuentra en los primeros PC’s,
por lo tanto, se consideraron el PC1 (89.13%) y el PC2 (7.39 %) para realizar un anélisis mas completo
(con un 96.53 % de varianza total acumulada). Como se puede observar en la Figura 4.29, la principal
diferencia entre espectros se encuentra en la region del visible y en la regién del cercano infrarrojo la
diferencia es practicamente nula, por lo tanto, con los PC’s seleccionados se busca trabajar con esta

variacién exclusivamente.
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Figura 4.30: Varianzas explicadas para cada PC de los espectros DRS.

A diferencia de los espectros Raman, los espectros DRS muestran menor variabilidad en intensidades
debido a que la medicién proporciona informacién menos especifica que la espectroscopia Raman, donde se
analizan vibraciones a nivel molecular. En la DRS se analizan las caracteristicas de la muestra en funcién
de la longitud de onda que incide sobre ella, por lo tanto, el espectro DRS es mas amplio, mostrando
bandas especificas en la piel correspondiendo a la hemoglobina, la melanina o el agua. Al analizar el
score plot de los PC’s seleccionados fue posible observar una clara separacién de variables, la cual se
pudo comprobar al anadir una clasificacién con LDA (Figura 4.31). Esta aproximacion es similar a la que
se presento en la seccién 4.5, con la diferencia de que se busca determinar un monitorear la presencia
de la melanina, la cudl incrementa en la zona donde se ubica el eritema inducido por la AFLS, para
posteriormente mostrar un decremento considerable como efecto de la regeneracién de la piel. En una
primera instancia se consideré adquirir un espectro del eritema directamente sobre la piel en un instante
de tiempo minimo tras el cudl se efectudé la AFLS, pero por cuidado y precaucién del paciente, dicha
medicién no pudo efectuarse. Complicando atin mas la medicién, durante un seguimiento realizado una
semana y media después, el eritema habia desaparecido practicamente, aunque varios pacientes analizados
continuaban presentando sensacién de dolor en la zonas irradiadas, por lo tanto, dicha medicién tampoco
pudo ser realizada. Por lo tanto, con la medicion de seguimiento realizada un mes después de la AFLS
se buscé caracterizar la reduccién del eritema, el cual desaparecié en todos los pacientes analizados y fue

cuantificada en la seccién 4.5.
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Figura 4.31: Score plot de los PC’s seleccionados para el anélisis de espectros DRS.

1000

Analizando los loadings correspondientes a los PC’s, se observa la variacién buscada en el rango del

visible (Figura 4.32). En el rango del cercano infrarrojo se observan intensidades diferentes en cada PC,

lo cudl puede interpretarse en la contribuciéon que tiene cada uno sobre el conjunto de datos original. Al

ser nula la variacion en dicha zona, los loadings muestran la misma informacién. En la zona de interés,

se observan bandas en 412, 431,447,487, 544, 585,612cm ™! en el PC1, dichas bandas estan directamente

relacionadas con la melanina. De forma aniloga, en el PC2 se observan bandas con altas intensidades

consideradas para esta aplicacion.
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Figura 4.32: Loadings plot de los PC’s seleccionados.

Al integrar el analisis de discriminantes cuadréatico se establecié un criterio para la separacién y clasi-
ficacién de las zonas con cicatrices donde se incidi6 el 14ser (Figura 4.33). Debido a la notable separacién
observada, se considerd el uso de un Andlisis de Discriminantes Lineal (LDA, por sus siglas en inglés,
Linear Discriminant Analyisis), aunque se siguieron obteniendo mejores resultados con el QDA, por lo
que fue descartado de este estudio. En la Figura 4.33 se observa el QDA con un patrén similar a un LDA
para la clasificacién de variables. De los 20 espectros obtenidos para la medicién de la pre-cirugia (PS),
1 fue clasificado erroneamente y de los 24 espectros obtenidos para la medicién de seguimiento (FU), 3
de ellos fueron clasificados erroneamente. Aunque PCA no es la técnica mas adecuada ni la mas comtn
para el andlisis de espectros DRS, la separacién de variables fue mas clara que la obtenida para los datos
de espectroscopia Raman. Posteriormente se abordara otra metodologia mas comun para el procesado de

espectros DRS para la evaluacién de los indices de melanina y del eritema.
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Figura 4.33: Score Plot PCA-LDA para los Espectros DRS.

De forma similar a la seccién anterior, se utilizé una matriz de confusién para evaluar el rendimiento del
clasificador lineal (LDA), y en base a los valores observados, se calcularon los pardmetros de clasificacién
abordados previamente. La matriz de confusién se observa en la Figura 4.34. Finalmente, al aplicar una
validacién cruzada con 10 iteraciones se obtuvo una resolucién de 81.82% y un porcentaje de error de
18.18 %. De igual forma, que con el score plot, la clasificacién observada en la matriz de confusién para
espectros DRS fue mas precisa que la obtenida para los espectros Raman, por lo tanto, esto dio como

resultado valores mas altos en los parametros de clasificaciéon:
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= Verdaderos Positivos: TP = 21.

» Verdaderos Negativos: TN = 3.

» Falsos Positivos: F'P = 1.

= Falsos Negativos: FN = 19.

» Resolucién (Accuracy): Ace = 90.91 %.

» Sensitividad (Sensitivity): Sen = 52.50 %.

= Especificidad (Specificity): Spe = 75 %.

» Error (Err): Err = 9.09%.

= Resolucién (10-Fold CV Accuracy): Acc(10F — CV) = 81.82%.

= Error (10-Fold CV Err): Err(10F — CV) = 18.18%.

PCA-LDA

True Class

FU PS

Predicted Class
Figura 4.34: Matriz de confusién para los espectros DRS procesados con PCA-QDA.
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4.7. Evaluacion de la Pigmentacion y del Eritema Inducido por
medio de Espectroscopia de Reflectancia Difusa In Vivo

Para la parte final del analisis de los efectos de la AFLS se consider6 evaluar la apariencia de la
piel regenerada, al monitorear el indice de melanina para determinar la pigmentacion de las zonas con
cicatrices de acné que fueron irradiadas por el laser. También fue importante estudiar la evolucién del
eritema inducido por la AFLS, ya que aunque no se observaron efectos adversos, la apariencia visual de
la piel es de gran importancia ya que al no considerar su evaluaciéon, pudiera generar un descuido por
parte del paciente, lo que eventualmente daria como resultado un relapso o inclusive una cicatrizaciéon
incompleta, generando asi una carga emocional adicional. Las evaluaciones se llevaron a cabo utilizando
las mediciones de espectroscopia de reflectancia difusa presentadas en la seccién anterior para evaluar la

pigmentacién y la evolucién del eritema inducido por la AFLS [315].

Apartir de los experimentos reportados por Stamatas et Al. [316, 317] para la valoracién del cuidado
de la piel utilizando técnicas dpticas, de la aproximacién propuesta por Gonzélez et Al. 2010 [60] para
determinar el indice de melanina a partir de mediciones DRS, y del estudio presentado por Zonios et Al.
para estudios de la piel y la deteccién no-invasiva de Melanoma [318], se analizarén los espectros antes y
después de la AFLS. Es importante mencionar que en el estudio de referencia se analizé un solo espectro
por paciente. En este trabajo se volvieron a considerar los espectros de las lesiones que fueron irradiadas
con el laser, por lo tanto informacién previa relacionada con el fototipo no fue considerada. A partir de
las mediciones DRS es posible determinar el espectro de Absorbancia Aparente (AA), definido como el

negativo del logaritmo base 10 de los espectros DRS, expresado por la ecuacion:

AA = —lOglo(DRS) (46)

Donde DRS corresponde a los espectros DRS para las mediciones de pre-cirugia (PS) y seguimiento
(FU). El término de Absorbancia Aparente se debe a el hecho de que dicho espectro es obtenido de
forma indirecta a partir de mediciones de reflectancia difusa. En la Figura 4.35 se observan los espectros
obtenidos para cada medicion. A diferencia de la seccién anterior, para este estudio se consider6 el rango
del espectro electromagnético que va del visible al cercano infrarrojo (450 — 800nm). En las gréficas se
observan bandas pronunciadas en 488,544,580 y 630nm con una diferencia en intensidad entre ambas

mediciones, PS y FU.
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Figura 4.35: Espectros obtenidos para la (A) Reflectancia Difusa y la (B) Absorbancia Aparente en un
rango de 450 — 800nm.

De acuerdo a Kollias et Al. y Stamatas et Al., la contribucién de la melanina en el espectro de
absorbancia en la piel se considera como la pendiente observada en el intervalo de 630 — 700nm [317, 319],

por lo tanto puede aproximarse por medio de la ecuacién de la recta como:

Am(A) =axA+Db (4.7)

Donde Am indica la contribucién de la melanina en los espectros de absorbancia. Para este trabajo,
de igual forma que en la literatura, se considero un intervalo de A = 630 — 700nm a pesar de observarse
una considerable variacién de resultados debido principalmente a los equipos de medicién, asi como en los
parametros de adquisicion de los espectros. Es muy importante mencionar que las mediciones se realizaron
de forma in vivo, razén por la que las senales obtenidas contienen una alta contribucién del ruido debido a
los artefactos de movimiento del usuario y sobre todo, del paciente, quien estaba en proceso de someterse
a una cirugia, razén por la cudl la carga emocional era considerable. Realizando la aproximaciéon indicada,
se obtuvieron las contribuciones de la melanina en los espectros de la pre-cirugia (PS) y del seguimiento

(FU), como se puede apreciar en la Figura 4.36.
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Figura 4.36: Contribucién de la melanina y su ajuste para las mediciones (A-B) PS y (C-D) FU.

En la Figura 4.36.A se observa la contribucién de la melanina en los espectros tomados antes de la

cirugia (PS) y su respectivo ajuste, mientras que en la Figura 4.36.B se observa el ajuste realizado. Por

otro lado, en la Figura 4.36.C se observa la contribucién de la melanina en los espectros tomados durante

el seguimiento (FU), con una variacién considerable con respecto a la medicién PS. El ajuste realizado se

muestra en la Figura 4.36.D. Una vez obtenido el ajuste de la contribucién de la melanina, fue necesario

realizar una correccién, esto debido a que la contribucién la proteina deozy-Hemoglobina (deoxy-Hb),

principal absorbente de luz sobre la superficie de la dermis [87], es la misma que la melanina en el rango

de los 630 — 700nm, que fue donde se realiz6 el ajuste de la contribucién de la melanina, por lo tanto debe

de ser extraido del espectro de absorbancia [320]. A el resultado se le conoce como Espectro de Absorbancia

Corregido (Ac) (Figura 4.37), el cudl mantiene las bandas en 488, 544,580 y 630nm.
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Figura 4.37: Espectro de Absorbancia Corregido para las mediciones PS y FU.

Una vez obtenido el espectro de absorbancia corregido, fue posible determinar la concentracién de

deoxy-Hb y oxy-Hb utilizando el sistema de dos ecuaciones con dos incoégnitas dado por:

edeoacy—Hb()‘l) * AC()\Q) — edeoxy—Hb(AQ) * AC()\l)

oxry — Hb =
Y 6deoznyb()\l) * Eo:rnyb(A2) - 6deo:)(:nyb(AQ) * 6oznyb()\l)
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€omy—Hb(A2) % Ac(A1) — €opy—mp(AL) *x Ac(A2)

oxy — Hb =
Y edeomy—Hb(/\l) * ony—Hb()\Q) - Edeozy—Hb()\Q) * 6oacy—Hb()\l)

(4.9)

Donde €5py—Hb Y €deowy—Hp SO los coeficientes de extincién para la oxy-Hb y deoxy-Hb respectiva-
mente. Tomando dos longitudes de interés, A1 = 560nm, correspondiente a un maximo en la deoxy-Hb y
A2 = 580nm la cudl corresponde a un maximo en la oxy-Hb (Figura 4.38). Utilizando las bases de datos de
Steven L. Jacques y Scott Prahl, se consideraron valores de €,4y— rp(A1) = 3261.2, €4eomy—mp(Al) = 53788,
€omy—Hb(A2) = 50104 ¥ €deony—mp(A1) = 37020 [321].

18 - Absorption Spectra for Four Ligand States of
Human Adult Haemoglobin
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Figura 4.38: Espectro de Absorbancia para la deoxy-Hb y oxy-Hb donde se observan los maximos en 560
y 580 nm. Imagen adaptada de [322] y [87].

Con los valores obtenidos para las concentraciones de la deoxy-Hb y oxy-Hb se realiza una mejora a
el ajuste realizado para la melanina. Ahora, partiendo de la aproximacion propuesta por Gonzéalez et Al.
2010 [60] para determinar el indice de melanina, al encontrar el drea bajo la curva del espectro corregido
de la absorbancia en un rango de 620 — 720nm. En la Figura 4.39 se observan los valores correspondientes

a el indice de melanina obtenidos para cada lesién analizada.
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(A) Melanin-Index (per-zone) (B) Melanin-Index (per-group)
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Figura 4.39: Indices de Melanina obtenidos para las mediciones PS y FU por (A) lesién y por grupo (B).

En los valores obtenidos se confirma una de las hipétesis planteada originalmente, el indice de melanina
decremento en la piel regenerada como efecto de la AFLS. Este efecto fue uno de los primeros resultados
en ser apreciados por el personal dermatolégico ya que la pigmentacion de los pacientes mostrd ser menor,
en comparacién con ellos mismos antes de someterse a la AFLS. En la Figura 4.39 se puede apreciar un
outlier durante la medicién del seguimiento, por lo tanto, dicho valor debe de descartarse. Desde anos
atras el indice de melanina se utilizado para determinar el fototipo de los pacientes, pero dicho criterio es
subjetivo y depende de el criterio del dermatoélogo, la zona donde se realiza el estudio, etc. Por lo tanto el
uso de técnicas opticas es necesario para establecer una metodologia para la cuantificacién del indice de

melanina, incluso si no se tienen registros clinicos de los pacientes.

Finalmente, se establecié una metodologia similar para determinar el eritema inducido por la AFLS.
En este trabajo se utiliz6 la aproximacion propuesta por Glennie et Al. [323] para determinar el Indice del
Eritema de Dawson a partir de mediciones de DRS. Este pardmetro se calcula como el area bajo la curva
del negativo del logaritmo base 10 del espectro de la reflectancia difusa (conocido como la absorbancia
aparente y expresado por la ecuaciéon 4.6 en un rango de 650 — 700nm, y de igual forma que para el indice
de melanina, descartando las contribuciones de la deoxy-Hb y la oxy-Hb. En la Figura 4.40 se muestran

los indices del eritema inducido para cada lesiéon antes y despues de someterse al tratamiento de la AFLS.
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(A) Erythema-Index (per-zone) (B) Erythema-Index (per-group)
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Figura 4.40: Indices del Eritema Inducido para las mediciones PS y FU por (A) lesién y (B) por grupo.

De igual forma que el indice de melanina, al evaluar el indice del eritema inducido se observé un
decremento en cada lesién, sin la presencia de outliers o valores fuera de rango. De acuerdo a la valoraciéon
médica la reduccion del eritema se aprecia en un lapso de dos semanas después de la AFLS. Al realizar
la medicién de seguimiento un mes después, la presencia del eritema fue practicamente nula en todos los
pacientes. Con la aproximaciéon propuesta utilizando mediciones DRS es posible cuantificar esta informa-
cién para asi garantizar la efectividad y seguridad de la AFLS como tratamiento para cicatrices de acné
siguiendo un tratamiento de isotretinoina a dosis terapéuticas. La aproximacién para el procesamiento
y analisis de espectros DRS utilizada en esta seccién se ha utilizado anteriormente para evaluaciéon de
trastornos en la pigmentacion y para la determinacién del fototipo de los pacientes de forma cuantitativa.
En este trabajo dicha metodologia se empleo como herramienta de valoracién no-invasiva de los efectos y

reacciones inducidas por la cirugia AFLS.

4.8. Conclusiones

La cirugia laser fraccional ablativa (AFLS) es una terapia basada en la luz utilizada para la supresién
de cicatrices de acné. Previamente, sus efectos habian sido evaluados de forma empirica, dejando de lado la
cuantificacion de los efectos histologicos que se presentan durante las interacciones de la luz con el tejido.
Con el abordaje propuesto en esta investigacion, se planteo aplicar la técnicas épticas en la superficie de la
piel con cicatrices de acné que fue puesta bajo el tratamiento de la AFLS y en la piel sana con el objetivo

de encontrar diferencias entre ellas y posteriormente monitorear la presencia diferentes colagenos.
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Para justificar los experimentos espectroscopicos, fue necesario monitorear los incrementos de tempe-
ratura en la superficie facial durante la cirugfa laser fraccional ablativa (AFLS) utilizando la imagenologfa
por termografia infrarroja digital (DITT). Debido a la complejidad y riesgo de la medicién, solo se considerd
un paciente para esta medicion, por lo tanto el resultado no puede ser considerado determinante, aunque
sirvié de referencia para justificar futuros resultados. Con la espectroscopia Raman (RS), como primer
abordaje se realiz6 un anélisis de correlacién lineal (LCA) entre los espectros Raman de las proteinas de
interés y los espectros Raman de los pacientes antes de la cirugfa laser (PS) y en el seguimiento (FU).
Como hipdtesis se habia planteado un incremento en la presencia de las proteinas de interés durante el
seguimiento (FU), pero los valores obtenidos fueron demasiado bajos y la diferencia entre las medicio-
nes fue insignificante. Por lo tanto, fue requerido un segundo andlisis mas robusto, como el andlisis de

componentes principales (PCA).

Tomando dos clases de interés, PS y FU, con esta nueva aproximacion, se realizé una reduccién de
variables, conservando aquellas que retuvieron la mayor parte de la variacion del conjunto de datos original
y que pudiera realizar una separacién de clases. Como herramienta dedicada a la clasificacién, se empleo
un andlisis discriminante cuadratico QDA sobre las variables reducidas con PCA, el cudl fue verificado
utilizando una validacién cruzada de 10 iteraciones. Finalmente, las variables reducidas obtenidas con
PCA se utilizaron junto con las proteinas de referencia utilizando LCA. Los resultados confirman que
durante el seguimiento, los espectros Raman de los pacientes presentaron incrementos en la presencia
de las proteinas de interés, confirmando asi la efectividad de la cirugia laser fraccional ablativa para
cicatrices de acné por medio de las interacciones entre la luz y el tejido biolégico. Como medicién final, la
espectroscopia de reflectancia difusa (DRS) se utilizé para evaluar la recuperacién del eritema inducido
por la AFLS. En las mediciones se observa una reducciéon de intensidades en el rango del visible que va
de 400 — 650nm, el cudl corresponde a la presencia de la melanina. Al estudiar el estado de un eritema,
se concluye que la presencia de la melanina disminuy6 durante la mediciéon del seguimiento, garantizando

asi el proceso de cicatrizacién.
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Capitulo 5

Métodos Opticos en Pacientes con
Rosacea

5.1. Tratamientos para el Manejo de Rosacea

La complejidad de la Roséicea radica principalmente en que la patofisiologia atin permanece siendo
desconocida en su totalidad, lo que resulta en una falta de terapias 6 tratamientos adecuados para la
supresién 6 manejo de la enfermedad. En esta tesis se ha planteado la hipétesis de que los pacientes con
rosidcea presentan una temperatura mayor que la de los individuos sanos. Entre las causas posibles de
esta diferencia en la temperatura esta la presencia del dcaro Demodez, el cual esta presente en la piel
humana debido a la alta densidad de las glandulas sebaceas, resultando en vasos sanguineos dilatados y
un incremento anormal en el flujo sanguineo. Esto resulta en una reactividad vascular la cual produce una
elevacion en la temperatura de los pacientes con rosicea [201, 324, 202]. Por lo tanto, tomando la presencia
del demodex en la piel y el patréon térmico facial como biomarcadores, es posible obtener herramientas

para diagndstico y manejo de rosicea de forma cuantitativa, no-invasiva e individualizada [199].

El Metronidazol es un agente antiprotozoal, derivado sintético que posee las propiedades antibacte-
riales del antibiético Nitronidazol. De forma tépica, el metronidazol es considerado como el estandar de
oro para el tratamiento de pacientes con rosidcea debido a una marcada reduccién en la generaciéon de
especies oxigenadas reactivas, asi como la ruptura de ADN, las cuales han sido aprovechadas para el
manejo de la enfermedad debido a los sintomas de mejora observados en los pacientes a diferencia del
uso de algun placebo [325, 326]. En la presente tesis, se propone utilizar técnicas 6pticas para el estudio
y caracterizacién de pacientes con rosacea de forma no-invasiva utilizando un tratamiento basado en la
aplicacién de metronidazol en forma tépica. De esta forma se busca encontrar la respuesta de los pacien-
tes a el tratamiento por medio de la deteccién de diferentes marcadores para posteriormente establecer

un criterio de diagnostico temprano de la enfermedad o una herramienta para la valoracion del trata-
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miento en pacientes con presencia de rosicea. Los métodos épticos utilizados para este estudio fueron la
imagenologfa por termografia infrarroja digital (DITI) utilizando el patrén térmico de los pacientes como
biomarcador y finalmente, la espectroscopia Raman (RS), para encontrar informacién a nivel molecular de
la enfermedad. Como primera aproximacion, se realizaron mediciones termograficas y espectroscépicas con
individuos sanos para estandarizar las mediciones y obtener un dataset de referencia. Las clases de interés
consideradas para este estudio son las mediciones de control (SS por Saline Solution) y las mediciones
realizadas después del tratamiento (MC, por Metrocream).En la Figura 5.1 se observa los termogramas

analizados para un individuo sano y un paciente con rosacea durante el estudio propuesto.

Figura 5.1: Patréon térmico de los individuos sanos y pacientes con rosacea.

Durante la medicién de control, correspondiente a la solucién salina (SS), se observé una distribucion
de temperatura variable en el individuo sano, con una temperatura mayor en la zona de la frente (Figura
5.1.A). Al aplicarse el tratamiento (MC) se observé un decremento en toda la superficie facial (Figura
5.1.B), revelando asi el patrén térmico de los individuos sanos después de someterse a un tratamiento
basado en metronidazol. Por otro lado, los pacientes con rosacea mostraron una temperatura elevada

durante la medicion de control, donde fue posible visualizar la presencia de la enfermedad principalmente
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en las mejillas, la frente y en menor grado, en la barbilla (Figura 5.1.C). Para la medicién del tratamiento,
se observé una ligera disminucién en la temperatura facial total, aunque las zonas de interés seguian
presentando una temperatura elevada (Figura 5.1.D). Partiendo de este resultado preliminar y del estudio
individualizado realizado para analizar los incrementos de temperatura inducidos por la cirugia fraccional
ablativa (AFLS) para cicatrices de acné discutidos en la seccién 4.4, en este capitulo se propone un estudio
con imagenologia por termografia infrarroja digital (DITI) para diagndstico y clasificacién de pacientes con
rosacea. Las mediciones DITT se realizaron en 3 regiones simétricas de la superficie facial: frente, mejilla y
barbilla, de 7 pacientes con rosicea y 28 individuos sanos antes y después de aplicar metronidazol utilizando
un camara termografica FLIR T400 con una resolucion de 3202240 micro bolémetros, sensitividad térmica
de 0.005°C, rango de temperaturas de —120 — 1200°C, rango espectral de 7.5 — 13um, resolucion de pixel
de 3202240 y un valor de 0.98 para la emisividad de todas las mediciones (Figura 5.2).

Figura 5.2: Camara infrarroja FLIR T400.

Para el andlisis de datos se implemento un Andlisis de Diferencias de Temperatura entre los puntos
simétricos de las superficies (conocido como andlisis de A;) junto a un andlisis discriminante cuadrético y
una validacion cruzada de 10 iteraciones para evaluar la técnica de clasificacion de pacientes, previamente
implementado en el capitulo 4. Como mediciéon de control, se aplicé una solucién salina en la superficie
facial de los pacientes. Para el estudio Raman, el equipo utilizado, la adquisicién, procesado y andlisis de

datos espectroscépicos, la configuracién fue la misma que la reportada en el capitulo 4.
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5.2. Patron Térmico de Individuos Sanos

El Patrén Térmico de una superficie es la diferencia estadisticamente significativa que existe entre
los gradientes de temperatura que se originan en determinadas zonas de interés de dicha superficie. Al
considerar la piel como la superficie bajo andlisis, los patrones térmicos se pueden utilizar para estudiar
enfermedades que presenten caracteristicas inflamatorias o de isquemia. La rosacea es una enfermedad in-
flamatoria que se manifiesta principalmente en la zona facial con zonas visiblemente enrojecidas, las cuales
sin el tratamiento apropiado, pueden dar origen a enfermedades inflamatorias mas serias. De acuerdo a lo
establecido en la seccién 2.4, la rosacea se clasifica en 4 subtipos de acuerdo a los sintomas presentados
y al historial clinico del paciente, sin embargo, este criterio es totalmente empirico y depende exclusiva-
mente de la experiencia del personal médico, dando lugar a un posible diagndstico erréneo y un manejo

inadecuado de la enfermedad [9, 200, 327, 328, 329, 330].

Las zonas de interés para determinar el patrén térmico fueron la frente (Z1), las mejillas (Z2) y
la barbilla (Z3), tomando dos puntos simétricos de temperatura en cada zona, conocidos como Scores
Térmicos. Las diferencias de temperatura (A;) entre los puntos seleccionados en los individuos sanos se
muestran en la Tabla 5.1. Es posible observar un decremento de temperatura en la frente y en la mejilla
después de aplicar el metrocream con diferencias estadisticamente significativas obtenidas al aplicar el test
de Wilcoxon entre ambas mediciones. A pesar de también observarse un decremento en la temperatura
de la barbilla, no se observé una significancia estadistica. El patrén térmico de los individuos sanos se
obtuvo con el objetivo de estandarizar las mediciones DITI, ademads, se utilizard como referencia para el

método de deteccién de rosicea que se discutird en secciones posteriores.

Ay Superficie Solucién Salina (°C) Metrocream (°C) P-Value
1 Frente 0.60 £0.14 0.24 £0.04 0.01

2 Mejilla 1.06 +0.11 0.37 £0.09 1.39¢76
3 Barbilla 0.72+£0.13 0.40 £0.07 0.06

Tabla 5.1: Patron Térmico de Sujetos Sanos.

5.3. Patron Térmico de Pacientes con Rosacea

Aunque la imagenologia por termografia infrarroja digital ha sido empleada para deteccién temprana
de enfermedades, es importante mencionar que las mediciones de dicha técnica pueden incluir multiples
factores de ruido externo que podrian ocasionar considerables variaciones entre cada medicién, asi como

cambios de temperatura de la piel que no pueden considerarse propios de la enfermedad bajo analisis, es
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decir, pueden ser ocasionados por cualquier otro evento originado sobre la piel. Ademéas de estos factores
de riesgo para la medicién, para analizar a los pacientes con rosacea, fue necesario realizar el anélisis de
los scores térmicos mas detenidamente debido a la pequena muestra a la que se tuvo alcance. Utilizando la
misma metodologia para los individuos sanos, se realizaron mediciones de termografia infrarroja en pacien-
tes con rosdcea antes y después de aplicar una solucién de metronidazol. Las diferencias de temperatura

por zona facial se muestran en la Tabla 5.2.

Ay Superficie Solucién Salina (°C) Metrocream (°C) P-Value
1 Frente 0.96 £1.04 0.33+£041 0.18
Mejilla 0.76 £ 0.69 1+0.86 0.90
3 Barbilla 1.13+0.81 0.71 +£0.59 0.60

Tabla 5.2: Patrén Térmico de los Pacientes con Rosdcea. No se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los patrones térmicos de las zonas de interés al utilizar un test de Wilcoxon.

A diferencia de los individuos sanos, se observan valores altos en las diferencias de temperatura, lo cuél
indica una asimetria entre las zonas de interés. Realizando el test de Wilcoxon se obtuvieron diferencias
insignificativas entre ambas mediciones. Durante la medicién de control (solucién salina) se observaron
las diferencias térmicas mas grandes, mientras que durante la medicién con metronidazol se observo un
decremento en la diferencia térmica en 2 de las 3 zonas de interés, la frente y la barbilla. Como primera
instancia se puede mencionar que las mediciones correspondientes a la zona derecha fueron mayores que la
zona izquierda, lo cudl no puede considerarse como un parametro valido para el estudio ya que la muestra

fue reducida.

Aunque se ha propuesto anteriormente que la temperatura corporal es mayor en la parte derecha del
cuerpo, debido a una mayor distribucién de las venas, asi como sus dimensiones en esta parte del cuerpo
humano, lo que implica que exista un mayor flujo sanguineo que ocasiona que la temperatura observada sea
mayor. En este estudio se evito tomar en consideracion dicha afirmacién aplicando un valor absoluto a las
diferencias obtenidas, de tal forma que los analisis estadisticos no presentaran proporcionaran resultados
con valores fuera de rango. Aunque el resultado obtenido no fue significativo, es de gran interés observar
como los patrones térmicos de los pacientes con rosicea son mayores que los de los individuos sanos. En
el siguiente capitulo se abordara una comparacion entre los valores obtenidos en ambas mediciones para

establecer un método de clasificacién de pacientes.
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5.4. Meétodo de Clasificacion No-Invasivo para Pacientes con
Rosacea basado en el Patréon Térmico Facial

Partiendo del analisis de patrones térmicos entre los individuos sanos y los pacientes con rosacea, es
posible establecer un método de clasificacién utilizando las diferencias de temperatura observadas. Al
tratarse de un método de clasificacion se busca integrar la informacién entre ambos tipos de pacientes y
posteriormente utilizar el analisis realizado como herramienta de diagnéstico no-invasivo de rosacea basado
en el patrén térmico facial. Utilizando las temperaturas promedio observadas en cada una de las zonas de
interés por lado facial, conocidas como Scores Térmicos, fue posible establecer una primera aproximaciéon
para el método de clasificacién. Los patrones térmicos presentados en las secciones anteriores se utilizan

como mediciones adicionales al analisis de los scores térmicos.

En la Tabla 5.3 se muestran los scores térmicos promedio por zona para el lado derecho de la superficie
facial, donde se observa que los pacientes con rosicea mostraron un incremento de por lo menos 1°C' con
respecto de los individuos sanos durante la medicién de control (SS). Para la medicién realizada después
del tratamiento (MC) se observé el mismo incremento en los pacientes con rosicea en comparacién con

los individuos sanos.

Superficie Healthy (SS) Rosacea (SS) Healthy (MC) Rosacea (MC)
Frente 33.62 +£0.64 34.68 £+ 0.52 34.38 £ 0.45 34.20 £ 0.61
Mejilla 32.54 £1.07 33.90 + 0.47 32.66 +0.47 33.64+1.16
Barbilla 33.29 £1.03 34.24 +£0.76 33.63 £ 0.49 34.31 £0.97

Tabla 5.3: Temperaturas Promedio en el Lado Derecho Facial durante la medicién de solucién salina (SS)
y metronidazol (MC).

En la Tabla 5.4 se muestran los scores térmicos para la zona izquierda de la superficie facial, donde a
diferencia del lado derecho, se observan incrementos muy pequenios durante la medicién de control (SS),
de aproximadamente 0.5°C' en cada zona, mientras que durante la mediciéon de seguimiento se observé
una temperatura menor, de aproximadamente 0.25°C, en los pacientes con rosicea, que es resultado de la

diferente distribucién venosa que existe en el cuerpo humano, como se planteado en la secciéon 5.3 y por

la considerable diferencia en el tamano de la muestra analizada.

Superficie Healthy (SS) Rosacea (SS) Healthy (MC) Rosacea (MC)
Frente 33.49 +0.97 33.52 £1.65 34.33 £0.49 33.95 £0.68
Mejilla 33.57 £ 0.55 34.05+1.13 32.93 £ 0.66 32.70 £ 0.46
Barbilla 32.92+0.79 33.31 +£1.39 33.60 £ 0.69 33.68 +£1.11

Tabla 5.4: Temperaturas Promedio en

(SS) y metronidazol (MC).

el Lado Izquierdo Facial durante la medicién de solucién salina
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Comparando los spots térmicos entre las mediciones, fue posible observar una gran cantidad de valores
fuera de rango (outliers), principalmente en las mejillas de los pacientes sanos, resultado de la variacién
en las caracteristicas de los individuos sanos. Por otro lado, los pacientes con rosicea mostraron una
variacién menor entre las mediciones y una reducida presencia de outliers. También es posible apreciar
que durante la medicién del metronidazol, la temperatura de los pacientes con rosacea fue mayor que
la de los individuos sanos, aunque no se pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas
debido a la diferencia entre el tamafio de las muestras (Figura 5.3). Durante la medicién MC se observé
un incremento en la temperatura correspondiente a los spots térmicos del lado derecho de los pacientes
con rosacea, mientras que en el lado izquierdo facial se observé un decremento, lo cudl da como resultado
un patrén térmico significativo que se abordara mas adelante (Figura 5.3.D). El efecto observado de

incrementos en la temperatura es debido a la vascularidad de los pacientes y se discutird en secciones

posteriores.
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Figura 5.3: Score térmicos por lado derecho (RS) e izquierdo (LS) para las zonas de interés: frente (S1),
mejilla (S2) y barbilla (S3), durante la medicién con solucién salina (SS) y metronidazol (MC) para
individuos sanos (A y C) y pacientes con rosicea (B y D).
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En la Figura 5.3 se observa una considerable cantidad de valores fuera de rango en ambas mediciones de
los individuos sanos, a estos valores se les conoce como Qutliers. En los pacientes con rosécea se observan
pocos outliers durante la medicién de la solucién salina, mientras que en la medicién del metronidazol
se observan las variaciones buscadas sin outliers, indicando una homogeneidad entre los scores térmicos.
Ahora tomando las diferencias de temperatura, 6 patrones térmicos, presentados en las secciones 5.2 y 5.3

es posible realizar una comparativa entre los individuos sanos y los pacientes con rosécea (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Patrén térmico de individuos sanos y pacientes con rosacea. Los valores p obtenidos fueron de
0.32 (SS) y 0.44 (MC) para la frente, 0.15 (SS) y 0.17 (MC) para las mejillas, 0.14 (SS) y 0.13 (MC) para
la barbilla.

Al analizar la medicién de control, utilizando la solucién salina, se observé un patrén térmico similar
entre ambas clases sin diferencia estadisticamente significativa. Aunque se observa que el patrén térmico
de los pacientes con rosacea es mayor que el de los individuos sanos, tampoco se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre ambas clases. Estos resultados, aunque no son estadisticamente signi-
ficativos, se consideran como una aproximacion preliminar para el método de clasificacion y deteccion de
pacientes con rosicea, que se pudiera optimizar al anadir mas pacientes con rosicea e individuos sanos al

estudio propuesto, o bien, incluir una técnica éptica adicional como complemento al estudio propuesto.
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5.5. Meétodo de Diagnéstico No-Invasivo para Pacientes con Rosacea
utilizando Espectroscopia Raman

A partir de los resultados obtenidos con el método de clasificacién para pacientes con rosacea utilizando
el patrén térmico facial, se integro a el estudio propuesto, una aproximacién basada en mediciones de
espectroscopia Raman con el objetivo de establecer un método de diagndstico temprano y no-invasivo
de rosacea utilizando informacién espectral complementaria a la informacién térmica presentada en el
capitulo anterior 5.4. Utilizando la metodologia empleada para el estudio de la seccién 4.5, se analizaron
10 espectros Raman de zonas sanas de la piel y 10 espectros correspondientes a lesiones de rosicea. Todos
los espectros se tomaron de forma in vivo y fueron tomados previamente a las mediciones realizadas para
el estudio del patrén térmico, por lo tanto, ninguna sustancia fue aplicada a la piel de los pacientes. El
pre-procesado, procesado y andlisis de espectros Raman fue realizado fue el mismo que el utilizado en la
seccién 4.5. En la Figura 5.5 se observan los espectros Raman correspondientes a los individuos sanos y a

los pacientes con rosicea.

—— Healthy Zone
— Rosacea Zone

Raman Intensity (n.u.)
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Raman-Shift (cm™)

Figura 5.5: Espectro Raman de la piel sana (rojo) y de la piel con rosicea (azul).
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A diferencia de los espectros analizados para las cicatrices de acné, los espectros analizados en este
estudio presentaron mayor variacién en las intensidades de las bandas y mayor ruido. De forma cualitativa,
se aprecia una similitud entre los espectros, con un valor de correlacién (LCA) de r = 0.5. Realizando un
test de Wilcoxon entre la media de los espectros se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa con
un valor p = 1.06e 28, por lo que un an4lisis mas complejo debe de realizarse para justificar esta variacion.
En este estudio, el andlisis de componentes principales (PCA) se volvié a utilizar como herramienta para
reduccién y separacién de las variables originales, correspondientes a los espectros medidos. Los scree
plots obtenidos se muestran en la Figura 5.6.A y Figura 5.6.B, y a diferencia que en el estudio de la
seccién 4.5, se observé que la varianza explicada total contenida en los PC’s no esta dispersa, lo cudl
puede observarse en el scree plot correspondiente para la varianza explicada acumulativa (Figura 5.6.A),
mientras que al analizar el scree plot correspondiente para la varianza explicada individual (Figura 5.6.B),
se observ6 como los PC1-PC2 retienen la mayor parte de la varianza. Por lo tanto, también fue necesario
analizar los resultados adicionales del PCA y posteriormente expandir el estudio utilizando un anélisis
de discriminantes cuadratico para establecer una clasificacion de pacientes y de nueva cuenta, el analisis
de correlacion lineal para validar la separacién y clasificacion de los pacientes en términos de los PC’s

seleccionados.

En la Figura 5.6.C se observa el score plot del PC'lvsPC?2, donde se observa la distribucién de los
pacientes en términos de los PC’s, y al realizar combinaciones entre ellos es posible realizar una seleccién
manual, dependiendo de la separacién de variables observada. Esta aproximacion para la selecciéon y
reduccién de variables es puramente visual, por lo tanto es recomendable realizar mediciones cuantitativas.
Uno de los diversos abordajes convenientes para realizar esta tarea es calcular la correlacién que existe
entre los loadings de los PC’s que estan siendo analizados con algin espectro de referencia que pueda
ser considerado como biomarcador o disparador para la presencia y desarrollo de rosicea. Dicho abordaje
fue implementado en el capitulo 4 utilizando diferentes espectros de proteinas involucradas en el proceso
de rejuvenecimiento de la piel, las cuales fueron utilizadas como referencia. En el presente estudio no se
cont6 con ninguna medicién de referencia, por lo que fue mas conveniente realizar una seleccién de PC’s
de forma visual. El objetivo del estudio es utilizar PCA para reconstruir el espectro Raman caracteristico
de los pacientes con rosicea para posteriormente utilizarlo como referencia en futuras investigaciones.
También es importante mencionar que la separacién de variables se puede observar en diferentes PC’s,
pero es recomendable utilizar aquellos que retengan el mayor porcentaje de la varianza explicada, aunque
pueden existir excepciones donde los PC’s seleccionados tienen valores bajos de varianza explicada, por
lo tanto, la aproximacién recomendada en esta tesis es valorar de forma visual la separacién de variables
y utilizar LCA entre los loadings de los PC’s seleccionados y los espectros de los pacientes cuando no se

tiene un espectro de referencia.
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Figura 5.6: PCA de los Espectros Raman de la piel sana y con rosécea, los score plots indican la varianza
total acumulativa (A) e individual (B) y el score plot (C) indica la contribucién que tienen los espectros
originales en los PC’s seleccionado.

La seleccién de los PC’s se realizé de forma manual al analizar las combinacién entre ellos en los
score plots, resultando el PC1 y el PC2 los seleccionados para llevar a cabo el andlisis. En su respectivo
score plot, la separacién de variables fue mas notoria con respecto de otras combinaciones, ademas de que
retuvieron el mayor porcentaje de las varianzas explicadas, 66.55 % para el PC1 y 8.4% para el PC2. A
diferencia del andlisis propuesto en el capitulo4, en este estudio por el momento no se busca encontrar
la presencia de alguna proteina en especifico, que pudiera servir como biomarcador para la deteccién de
rosacea, por lo tanto, solo se abordd un problema de clasificacién y discriminacién entre individuos sanos
y pacientes con rosacea de forma individualizada y no-invasiva, de esta forma es posible integrar nuevos

espectros al estudio sin necesidad de etiquetarlo.

Posteriormente, se integré un andlisis discriminante lineal (LDA) a los scores correspondientes a los
PC’s seleccionados para establecer una separaciéon entre ambas clases. En la Figura 5.7 se observa el
score plot del PC1 vs PC2 junto con el clasificador lineal integrado. Se observa como todos los espectros
correspondientes a la clase de los individuos sanos fueron clasificados correctamente, asi como todos los
espectros de los pacientes con résacea. Los pardmetros de clasificacién obtenidos fueron una resolucién de

100 %, una sensitividad del 50 % y una especificidad del 100 %.
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Figura 5.7: LDA aplicado a los PC’s seleccionados.

La matriz de confusién obtenida con el LDA se observa en la Figura 5.8. El resultado es el esperado ya
que se puede observar una clasificacién con un 100 % de especificidad ya que todos los espectros analizados
fueron clasificados en su respectiva clase. Dicho resultado no puede considerarse significativa ya que existe
una alta correlacion entre los espectros de los individuos sanos y de los pacientes con rosicea, ademéas de
que fue aplicada una solucién salina para nivelar la temperatura facial, por lo tanto es posible que los

espectros medidos estén reflejando la contribucién de la solucién salina sobre la piel.
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Figura 5.8: Clasificador LDA aplicado a los scores de los PC’s seleccionados.

Para finalizar el analisis Raman, fue necesario analizar la forma de los loadings correspondientes a los
PC’s seleccionados. Dicho andlisis se utiliza para cuantificar las bandas caracteristicas de los espectros
Raman bajo andlisis. Al no contar con un espectro de referencia como biomarcador de rosicea, en este
trabajo se implemento un andlisis de correlacién lineal (LCA) entre los espectros originales y los loadings
correspondientes al PC1 y al PC2, de tal forma que sea posible establecer un patréon caracteristico en los
espectros con rosacea. En la Figura 5.9 se observa una comparativa entre los espectros originales y los
loadings correspondientes a los PC’s seleccionados. Se observa que el loading correspondiente al PC1 tiene
bandas caracteristicas en 882,957,1012, 1115, 1206, 1335, 1479, 1529 y 1527cm ™1, las cudles se encuentran
presentes en los espectros correspondientes a los pacientes con rosicea. Las bandas observadas en el PC2
son 996, 1093, 1240, 1301, 1343, 1393, 1439, 1491, 1556, 1669 y 1733cm ™!, observadas principalmente en los
espectros de los individuos sanos. Es importante mencionar que la intensidad de las bandas observadas
en los loadings corresponde a la variacién observada en los espectros originales, por lo tanto el PC1, cuya
varianza es mayor, se puede utilizar para representar a los pacientes con rosacea (r = 0.56), mientras que

el PC2 se puede utilizar para representar a los individuos sanos (r = 0.30).
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Figura 5.9: Analisis de la forma de los loadings correspondientes PC’s seleccionados.

5.6. Conclusiones

La Rosacea es una enfermedad practicamente ignorada por la mayoria del personal médico y por los
pacientes, ya que se suelen pasar por alto sus sintomas, debido en gran parte la forma empirica que se

realiza el diagnéstico y tratamiento de la enfermedad.

Al utilizar la imagenologia por termografia infrarroja digital (DITI), se buscé determinar el patrén
térmico de los pacientes con rosédcea, el cudl se habia planteado anteriormente, es mayor que el de los
individuos sanos. El objetivo planteado era obtener una nueva herramienta para diagnostico y clasificacion
de la enfermedad de forma no-invasiva utilizando la informacién térmica de los pacientes. Al realizar las
mediciones se observé que efectivamente la temperatura de los pacientes con rosicea era mayor que
la de los individuos sanos, principalmente en la parte derecha de la superficie facial. Al determinar el
patrén térmico, es decir la diferencia entre dos puntos simétricos de la superficie, los resultados fueron

estadisticamente significativos, por lo que no es posible utilizar este resultado.
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Debido a los resultados negativos, y como alternativa a DITI, se volvid a emplear la espetroscopia
Raman. De forma similar a el experimento de la cirugia laser, se busco evaluar el tratamiento estandar
para la enfermedad, en este caso la solucién metronidazol, por lo tanto se analizaron los espectros Raman de
los pacientes antes y después de la aplicacion del tratamiento. Las clases consideradas para el experimento
fue la aplicacién de la solucién salina (SS) y la aplicacion del metronidazol en forma de crema (MC).
Aplicando la misma aproximacién con PCA-QDA se obtuvo una separacién de pacientes, de igual forma
evaluada con la validacion cruzada de 10 iteraciones. Con dicho resultado se concluye que DITI no puede
utilizarse para diagnosticar la enfermedad debido a la pequena muestra analizada y es necesario aumentar
el tamafio de la muestra para obtener un resultado significativo. Por otro lado, se comprobd que RS es una
técnica 6ptima para valorar el tratamiento de rosidcea basado en metronidazol, ya que es posible realizar
una separacién de clases correctamente. Dicho estudio con RS podria mejorarse al anadir diferentes tipos

de rosécea para determinar si es viable su uso en el diagnéstico de la enfermedad.
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Capitulo 6

Discusion

Las técnicas de la Optica biomédica son de gran utilidad para el diagnodstico de enfermedades der-
matoldgicas de forma no-invasiva e individualizada. El principal atractivo de las técnicas estudiadas en
esta tesis y en trabajos previos, es que proporcionan informacién individualizada de los pacientes, y que

pueden servir como herramientas complementarias para el diagnostico médico.

La contribucién principal de la presente investigacién, es el uso de técnicas de la 6ptica biomédica para
el monitoreo de enfermedades dermatolégicas por medio de la valoracién de los tratamientos aplicados.
En especial se estudio la aplicacién de la cirugia laser fraccional ablativa como tratamiento para cicatrices
de acné, ya que a pesar de ser considerada un estandar para el tratamiento de la enfermedad, sus efectos
histolégicos relacionados con la regeneracion de la piel, no habian sido estudiados previamente. Al combinar
la técnica de espectroscopia Raman con técnicas de aprendizaje automéatico en pacientes que se sometieron
a este tratamiento, fue posible monitorear la presencia de coldgenos tipo-I, tipo-II1, tipo-IV y tipo-V, los
cudles estan presentes durante el proceso de regeneracion de la piel, el proceso de cicatrizacion de heridas,
rejuvenecimiento, pigmentacién y humectacién de la piel regenerada, producto de la cirugia laser fraccional
ablativa. Con la espectroscopia de reflectancia difusa se monitoreo el estado del eritema inducido por la

cirugia laser, el cudl fue desapareciendo en el tiempo establecido por el personal médico.

Adicionalmente, se empleo la imagenologia por termografia infrarroja digital para monitorear los in-
crementos de temperatura inducidos por la cirugia laser, los cudles son necesarios para la regeneracion
de la piel. A pesar de lo establecido en el estado del arte, la termografia infrarroja, ademés de ser menos
especifica que las técnicas espectroscopicas, fue la técnica mas delicada durante este experimento, ya que
al ser utilizada inapropiadamente es posible danar el equipo o a el usuario. Esta mediciéon fue de gran
importancia ya que la estimulacién para el crecimiento de estas proteinas requeria una elevacién conside-
rable de temperatura. Con los resultados espectroscépicos y termograficos obtenidos, fue posible valorar

la efectividad del tratamiento, asi como la deteccién temprana de reincidencias de la enfermedad y la po-
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sibilidad de efectuar una segunda sesién del tratamiento. Todos los pacientes involucrados en este estudio
presentaron una respuesta favorable a el tratamiento, y el uso de las técnicas épticas fue de gran utilidad
para el personal médico, el cudl realizé el diagnéstico inicial de la enfermedad, efectud el tratamiento y

posteriormente proporcioné una valoracién individualizada.

A partir del pequenio estudio de termografia infrarroja con la cirugia laser, se propuso el empleo de esta
técnica para el diagnéstico temprano y clasificacién de pacientes con rosacea a partir del patréon térmico
facial. Aunque se observé un patrén de temperatura mayor en los pacientes con rosdcea en comparacion
con individuos sanos, los resultados obtenidos no pudieron ser considerados significativos debido en gran
parte a el reducido tamano de la muestra. Finalmente para poder realizar una clasificacion de pacientes, se
empleo la espectroscopia Raman junto con las técnicas de aprendizaje automéatico utilizadas en el estudio

de la cirugia laser, obteniendo asi un resultado mas favorable e incluso mas preciso.

La 6ptica biomédica es una area novedosa que proporciona herramientas para diagnéstico y tratamiento
de enfermedades. Durante la realizacion de las investigaciones propuestas en esta tesis, se observé la cada
vez mas demandante necesidad de aplicaciones de técnicas épticas que sean capaces de proporcionar
resultados individualizados mas precisos y menos invasivos. Con el surgimiento de equipo de computo
mas potente, nuevas fuentes mas seguras y detectores mas rapidos y precisos, se visualiza que las técnicas

de la éptica biomédica sean establecidas como estandares de oro en un futuro no muy lejano.
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Capitulo 7

Conclusiones y Trabajo a Futuro

Anteriormente, los efectos de la cirugia laser fraccional ablativa involucrados en la regeneracién de la
piel no habian sido estudiados en su totalidad. Dicha deficiencia en el entendimiento podia ser considerada
como un mecanismo de regeneracién de forma empirica. Al integrar métodos Opticos a el estudio de
enfermedades de la piel, fue posible realizar un estudio cuantitativo sobre la presencia de diversas proteinas,
las cudles, se han establecido como biomarcadores en el desarrollo de enfermedades. En esta tesis se
propuso un nuevo abordaje para el monitoreo de enfermedades dermatolégicas utilizando técnicas opticas

no-invasivas, realizando una valoracion de los tratamientos para cicatrices de acné y rosacea.

Como trabajo a futuro se ha planteado expander las mediciones realizadas con diferentes abordajes.
Para el monitoreo de la piel regenerada por efecto de la cirugia laser fraccional ablativa se pretende utilizar
las mediciones DRS para extraer los parametros épticos de la piel con cicatrices de acné, y de esta forma
estimar un espectro Raman de forma téorica y estudiar la propagacion de la luz en el tejido con esta
enfermedad para la propuesta de nuevas tratamientos basados en la luz. Ademas, para el analisis Raman,
se busca integrar proteinas adicionales a las propuestas en esta tesis con el objetivo de profundizar mas
en el estudio de las interacciones luz/tejido en procesos histolégicos. Se tiene un especial interés en otras
técnicas basadas en la luz, como la luz pulsada y sus aplicaciones para tratamiento en enfermedades
dermatologicas como las cicatrices de acné, rosicea, melasma o psoriasis, asi como el estudio de los efectos
de la cirugia laser no-ablativa. Otra aproximacién considerada para el estudio de cirugias basadas en la
luz es la integraciéon de mas data-sets a diferentes tiempos para valorar la efectividad del tratamiento y

su evolucién de forma individualizada.

En cuanto a el estudio del patrén térmico de pacientes con rosacea, se contempla el uso de técnicas de
mas robustas que las presentadas en esta tesis, entre las cudles se pueden mencionar las redes neuronales
o maquinas de soporte vectorial para la clasificaciéon de datos. Un aspecto importante a mencionar como

trabajo a futuro es el incremento de la base de datos de termogramas de pacientes con rosacea para obtener
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resultados mas precisos y de esta forma establecer la imagenologia por termografia infrarroja digital como
herramienta auxiliar en el manejo y diagnéstico de rosacea. Como un estudio complementario, se puede
mencionar la inclusién de un analisis entre los diferentes tipos de rosacea para cuantificar los patrones

térmicos de cada manifestacién de la enfermedad.

El estudio de la propagacién de la luz en tejidos biolégicos es de gran interés debido al gran alcance que
pueden alcanzar los modelos teéricos que fueron discutidos brevemente en la Seccién 1.1. Esta tesis versé
sobre el estudio experimental de técnicas 6pticas para el monitoreo de enfermedades dermatolégicas. Se
utilizaron las técnicas de espectroscopia Raman, espectroscopia de reflectancia difusa y la imagenologia
por termografia infrarroja digital. Para el procesado y andlisis de datos se emplearon técnicas del cada
vez mas creciente concepto de Data Science o Ciencia de Datos para establecer criterios de clasificacion,
discriminacién y correlacién de los datasets obtenidos con las técnicas épticas. Como principal trabajo a
futuro, se plantea integrar el estudio teérico de la propagacién de la luz en los tejidos biolégicos, utilizando
el método de Monte Carlo y el método del Elemento Finito, para la valoracién de tratamientos no solo en
la dermatologia, sino en diversas areas de la medicina como la oftalmologia, la odontologia, la neurologia,

etc.
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