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Facultad de Ciencias

Posgrado en Ciencias Aplicadas
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de estos estudios de maestŕıa y doctorado. Formar parte de su equipo dentro del Laboratorio Nacional

de Ciencia y Tecnoloǵıa en Terahertz (LANCYTT) ha sido la experiencia mas enriquecedora para mi en

todos los aspectos, ayudándome a ser mas disciplinado y determinado con mi vida. En especial quisiera

agradecerle infinitamente por la paciencia que me tuvo cuando, en innumerables ocasiones, perd́ı el rumbo

de mi camino. Por ser mi asesor, maestro, mentor y amigo, muchas gracias Dr. Javier.
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3.6 Colágeno Tipo-V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

3.7 Conclusiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
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1.1 Ventana Terapéutica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
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1.8 Medicina Láser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.9 Mecanismo de la Terapia Fotodinámica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

1.10 Propagación de la Luz en un Medio Turbio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

1.11 Instrumentación Requerida para la Espectroscoṕıa Raman . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
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1.13 Instrumentación Requerida para la Imagenoloǵıa por Termograf́ıa Infrarroja Digital (DITI) 18
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5.1 Patrón Térmico de los Individuos Sanos y Pacientes con Rosácea . . . . . . . . . . . . . . 94
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Abstract

Las aplicaciones médicas de la luz han permitido el acceso a técnicas cuantitativas mas precisas y confiables

que los estándares de oro utilizados por el personal médico para la detección temprana de enfermedades,

aśı como la aplicación y valoración de tratamientos basados en la luz. A la fecha, diversas técnicas de

espectroscoṕıa e imagenoloǵıa se han utilizado en conjunto con técnicas numéricas de análisis multivariado

y estad́ıstico para el procesamiento e interpretación 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/ó negativos en el diagnóstico de enfermedades aśı como reincidencias

de las enfermedades una vez tratadas y un manejo mas óptimo de los tratamientos. Como forma de

seguimiento a la investigación previamente realizada, el trabajo de investigación presentado en esta tesis

versa sobre la aplicación de métodos ópticos no-invasivos para la valoración de tratamientos dermatológicos

basados en la luz, cubriendo los dos abordajes utilizados en la óptica biomédica. En particular se estudian

los efectos de una ciruǵıa láser fraccional ablativa como tratamiento para cicatrices de acné utilizando

técnicas de espectroscoṕıa e imagenoloǵıa para obtener una valoración 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. Además, se incluye un estudio para detección temprana de rosacea, aśı como un estudio para

valorar los efectos de un tratamiento tópico, el cuál es comúnmente utilizado por el personal dermatológico

para el manejo de la enfermedad.
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Métodos Ópticos para el Diagnóstico Médico

Las aplicaciones de la luz dentro de la medicina han incrementado de forma considerable debido al óptimo

aprovechamiento de las interacciones de la radiación electromagnética con el tejido biológico, teniendo

como principal interés el desarrollo de tecnoloǵıas innovadoras, mas rápidas, mas precisas y de menor

coste para procedimientos médicos. Entre las principales ventajas de estas tecnoloǵıas con respecto a los

métodos cĺınicos tradicionales esta la naturaleza no-invasiva de la radiación utilizada, la posibilidad de

obtener estudios de forma individualizada, el aprovechamiento de poderosas herramientas de computo y

análisis numérico que ofrecen la posibilidad de obtener resultados mas confiables, de mayor resolución y

de fácil reproducción.

La Óptica Biomédica es la disciplina que versa sobre las interacciones de la luz con la materia biológica

para aplicaciones médicas, la cual se divide en dos ramas: los Métodos Ópticos para Diagnóstico Médico

No-Invasivo, donde se busca cuantificar las propiedades histológicas 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 diagnóstico 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 Óptica [8], el cuál, es el conjunto de técnicas experimentales

utilizadas para la detección temprana de enfermedades y la valoración de tratamientos médicos de forma

no-invasiva e individualizada [9]. Este abordaje de la óptica biomédica presenta diversas ventajas en

comparación con la Biopsia, considerada como el estándar de oro en el diagnóstico de enfermedades [10].
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Las mediciones se realizan directamente sobre la superficie del cuerpo de un ser vivo (In Vivo), en un

laboratorio a partir de la incisión y preparación 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 detección de patrones caracteŕısticos

de las muestras biológicas, también conocidos como Biomarcadores, es necesario que la muestra no sufra

daño alguno al ser expuesta a la fuente de iluminación, es por eso la importancia de utilizar radiación

no-ionizante. Por lo tanto, se utilizan fuentes de iluminación 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 cuál es conocido como Ventana Terapéutica [16], Ventana de Diagnóstico [17] ó Ventana Óptica de los

Tejidos I, y que va de los 700nm− 1.2µm dentro del Espectro Electromagnético, y es en este rango donde

la absorción y el esparcimiento de la luz en los téjidos son bajos, la profundidad de penetración es mayor,

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

En años 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 diagnóstico médico sean mayores. Las

ventanas ópticas propuestas son [18, 19, 20]: Ventana II (1.1 − 1.35µm), Ventana III (1.6 − 1.87µm) y

Ventana IV (2.1− 2.35µm).

Figura 1.1: Espectros de absorción de la piel humana, la aorta, diversos componentes tisulares (agua,
epidermis y los melanomas), y de la sangre [11].
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Adicionalmente a los métodos ópticos, las técnicas de simulación numérica son de gran utilidad para

modelar y predecir el comportamiento de la radiación utilizada dentro de los tejidos, y de esta forma

obtener un marco de referencia [21]. Desde su introducción en la óptica biomédica en 1995 por Steven L.

Jacques y Lihong Wang [22], la simulación por el Método de Monte Carlo (MC) es considerada como el

estándar de oro para modelar la propagación 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 simulación MC, las cuáles explotan al máximo las nuevas herramientas de computo disponibles en

la actualidad, de esta forma las simulaciones MC siguen siendo ampliamente utilizadas en el campo de

la óptica biomédica [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32]. Recientemente la simulación por el Método del Elemento

Finito (FEM) ha empezado a utilizarse como herramienta de simulación dentro de la óptica biomédica

[33, 34, 35, 36, 37].

Entre los diferentes métodos de diagnóstico médico no-invasivo se pueden mencionar la Espectros-

coṕıa Raman, la Espectroscoṕıa de Reflectancia Difusa, la Imagenoloǵıa por Termograf́ıa Infrarroja Di-

gital (comúnmente conocida como Termograf́ıa Infrarroja), la Tomograf́ıa de Coherencia Óptica, etc. La

principal diferencia entre el tipo de mediciones radica en la complejidad de los instrumentos utilizados

para llevar a cabo las medición deseadas, ya que los equipos utilizados para las mediciones In Vivo e

In Situ pueden ser sistemas portátiles, de resolución 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 diagnóstico médico temprano de enfermedades es común que se utilicen técnicas

de Análisis Multivariado (MVA), para procesado y análisis de datos [44, 45, 46]. En una primera instancia,

realizar un Análisis Univariado en los datos obtenidos seŕıa la opción 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 espectroscoṕıa e imagenoloǵıa, donde se tienen múltiples variables de interés, la aplicación del

MVA es mas óptima ya que es posible al procesar y reducir el número de espectros, analizar las variaciones

en intensidad, registrar corrimientos en los números 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/imágenes. 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 metodoloǵıas de

análisis mas robustas y complejas como el Deep Lerning o el Machine Learning, están basadas en técnicas

de MVA y se utilizan con los mismos fines de clasificación de datos o predicción de patrones [47].
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1.1.1. Espectroscoṕıa Raman

La Espectroscoṕıa Raman (RS por sus siglas en inglés, Raman Spectroscopy) es una técnica experimental

basada en la interacción lúz/materia que fue introducida por primera vez en 1921 por Sir Chandrasekhara

Venkata Raman en el art́ıculo 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 cuál lo hizo

acreedor al premio Nobel de F́ısica 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 tamaño o la

distribución de part́ıculas a escala nanométrica, y es observado principalmente en medios turbios, como

el tejido biológico [9]. Dependiendo de sus caracteŕısticas energéticas, el esparcimiento de luz puede ser

de dos tipos:

Esparcimiento Elástico: Contiene la misma frecuencia que el haz de luz incidente, por lo tanto es

mas intenso. Este tipo de esparcimiento puede ser generado por part́ıculas mas pequeñas (Rayleigh)

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

Esparcimiento Inelástico: Aproximadamente 1 fotón de cada 107 del haz de luz incidente es

esparcido con un corrimiento en frecuencia, el cuál es producto de las ondas acústicas que están

presentes en el medio (Brillouin) o por las moléculas de la muestra bajo análisis que esparcen los

fotones con menor (Raman Stokes) ó mayor (Raman Anti-Stokes) enerǵıa que los fotones incidentes

[52, 53].

El principio básico de la espectroscoṕıa Raman es la generación de esparcimiento inelástico de la luz

originado por la interacción 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

Elástico), o bien, puede presentar un corrimiento en frecuencia ocasionado por la ganancia/pérdida de

enerǵıa (Esparcimiento Inelástico), los cuáles son únicos para cada componente de la muestra. Esta re-

presentación de niveles de enerǵıa se puede observar de forma gráfica en el llamado Diagrama de Niveles

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

En términos de enerǵıa, cuando la luz interactua con las moléculas de la muestra, que se encuentran

en un Estado Basal con enerǵıa m, se produce una polarización en la nube de electrones que rodean el

núcleo de las moléculas, dando origen a un nivel energético de corta duración llamado Estado Virtual, el

cuál es alcanzado por los fotones del haz de luz, al ser esparcidos por la molécula, siendo redirigidos a

el estado basal con enerǵıa m, o a un Estado Excitado con mayor enerǵıa 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 análisis, la cuál es posible observar en una

gráfica conocida como Espectro Raman (Figura 1.3). En dicha gráfica se representa la intensidad de la luz

esparcida en función 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 enerǵıa

y frecuencia que el haz de luz incidente, por lo tanto, se encuentra ubicado en el centro de la gráfica,

donde no se observa ningún 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 Esparcimiento 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 Esparcimiento Inélastico Raman Stokes.
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Figura 1.3: Representación de un Espectro Raman [54], donde es posible observar: (A) el esparcimiento
Rayleigh, que presenta mayor intensidad y ningún 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 relación entre la longitud de onda del haz de luz incidente

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

∆(cm−1) = ( 1
λ0
− 1
λs

) ∗ (107nm

1cm ) (1.1)

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

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

−→
P = α0E0cos(2πv0t) + 1

2(dα
dq

)0E0cos2π(v0 + vmt) + 1
2(dα
dq

)0E0cos2π(v0 − vmt) (1.2)

donde α0 es la polarizabilidad en estado de equilibrio, (dα/dq)0 es la razón de cambio de la polarizabilidad

con respecto de la carga q evaluada en el punto de equilibrio, v0 es la frecuencia de oscilación de la onda

electromagnética, vm es la frecuencia de oscilación de la molécula y t es la variable temporal [9]. El

primer término de la Eq.1.2 corresponde a el esparcimiento elástico Rayleigh debido a que el momento

dipolar inducido oscila con la misma frecuencia que la onda electromagnética (v0). El segundo término

corresponde a el esparcimiento inelástico Raman Anti-Stokes, donde se observa una ganancia en frecuencia

(v0 + vm). Finalmente el tercer término corresponde a el esparcimiento inelástico Raman Stokes, con una

pérdida en frecuencia (v0 + vm) con respecto a la frecuencia de oscilación de la onda electromagnética.

Es importante observar que si no hay una razón de cambio en la polarizabilidad (dα/dq)0 = 0, ningún
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esparcimiento inelástico es generado, por lo tanto se dice que la molécula no es activa en Raman. Un

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

banda caracteŕıstica en los 521cm−1 con alta intensidad (Figura 1.4).

Figura 1.4: La intensidad de las bandas Raman es producto de la razón de cambio del flujo electromagnético
con respecto del ángulo sólido (I = dΦ/dΩ) [53].

1.1.2. Espectroscoṕıa de Reflectancia Difusa

La Reflectancia Difusa es una técnica utilizada para estudiar la composición 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 versátil de todas las técnicas espectroscópicas, 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 relación entre la luz esparcida por un medio de grosor infinito y la luz esparcida por un medio ideal

no-absorbente, en función de la longitud de onda [56, 57]. Para definir anaĺıticamente el fenómeno de

reflectancia difusa es posible utilizar la ecuación de transferencia de radiación (Eq.1.5):

−dI
κρdS

= I − j

κ
(1.3)

donde I es la intensidad del haz de luz incidente sobre la muestra, dI/dS es la razón de cambio de la

intensidad con respecto de la longitud de la trayectoria S, ρ es la densidad del medio, κ es el coeficiente

de atenuación debido a la absorción y el esparcimiento del haz de luz y j es la función de esparcimiento.
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Dicha ecuación puede resolverse utilizando la aproximación Kubelka-Munk, donde se considera un flujo

incidente I y un flujo esparcido J , ambos perpendiculares a una superficie y con dirección opuesta entre

ellos (Figura 1.5).

Figura 1.5: Aproximación de Kubelka-Munk para el estudio de reflectancia difusa.

Tomando esta aproximación, la reflectancia difusa esta en función de los coeficientes de absorción K

y esparcimiento aparente S:

R∞ = (1−R∞)2

2R∞
= K

S
(1.4)

La Espectroscoṕıa 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 función 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 medición sobre la muestra bajo análisis (Eq. 1.5)

R(λ) = Smeas(λ)−D(λ)
Sref (λ)−D(λ) (1.5)
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donde Smeas es la intensidad reflejada por la muestra, Sref es la intensidad reflejada por el blanco standard,

D es la intensidad del ruido del detector y λ es la longitud de onda [60, 58]. Un espectro t́ıpico de

espectroscoṕıa de reflectancia difusa se muestra en la Figura 1.6.

Figura 1.6: Espectro DRS caracteŕıstico para el SiO2 [61].

1.1.3. Imagenoloǵıa por Termograf́ıa Infrarroja Digital

La Imagenoloǵıa por Termograf́ıa Infrarroja Digital (DITI, por sus siglas en inglés, Digital Infrared

Thermography Imaging), comúnmente conocida simplemente como Termograf́ıa Infrarroja, es una tec-

noloǵıa utilizada para analizar el patrón térmico de un objeto bajo análisis a partir de la adquisición y

procesado digital de imágenes. El dispositivo utilizado en esta técnica es conocido como Cámara Ter-

mográfica, el cuál ha alcanzado considerables niveles de resolución debido al constante avance cient́ıfico y

tecnológico para el desarrollo de dispositivos detectores de radiación infrarroja.

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

direcciones, en todas las longitudes de onda, por lo tanto se considera como un absorbente/emisor ideal.
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De esta forma se toma como referencia para analizar la radiación emitida por superficies reales [62]. La

radiación emitida por un cuerpo negro (Eb,λ(λT )) a cierta temperatura se analiza utilizando la ley de

Plank, la cuál describe la potencia emitida por unidad de área, por unidad de longitud de onda:

Eb,λ(λT ) = 2πhc2

λ5(exp( hc

λkT
)− 1)

(1.6)

donde h = 6.62x10−34Js es la constante de Plank, c = 2.9979x108m/s es la velocidad de la luz, λ es

la longitud de onda, k = 1.3807x10−23J/K es la constante de Boltzman. Para determinar la intensidad

máxima de una longitud de onda a una temperatura espećıfica, es necesario tomar la derivada de la ley

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

λmax ∗ T = 2829µmK (1.7)

El principio básico de la termograf́ıa infrarroja esta basado en la ley de Stefan-Boltzman, la cuál 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 radiación emitida por un objeto cuya temperatura

es mayor al cero absoluto, la cuál es conocida como Radiación Térmica, o bien, Radiación Infrarroja

[65, 63, 66]:

P = εσAT 4 (1.8)

donde P es la potencia radiada, ε es la medición de la radiación emitida por el objeto bajo análisis con

respecto a un cuerpo negro, conocida como Emisividad, σ es la constante de Stefan-Boltzman con un valor

de 5.67x10−8W/m2K4, A es el área de la superficie radiante y T es la temperatura del objeto [65]. Los

sistemas de imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja están construidos a base de dispositivos bolométricos

de V Ox, los cuales sirven como detectores de radiación infrarroja, produciendo aśı imágenes y videos con

información radiométrica acerca del objeto bajo análisis [67]. En la Figura 1.7 se muestra una imagen

infrarroja, donde se observa la distribución de la radiación emitida por una superficie después de estar en

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

1.2. Métodos Ópticos para Tratamiento

El primer registro del uso terapéutico de la luz lo dio el médico francés Henri de Mondeville (1260-1320),

quien utilizó luz roja para el tratamiento de viruela. Posteriormente, en el siglo XX, y basándose en los

estudios realizados por Mondeville, el médico danés Niels Ryberg Finsen (1860-1904) recibió el premio

Nobel por su trabajo en el tratamiento de la viruela con la luz. En 1888 se observo por primera vez

el efecto Fotoqúımico en células animales y en 1898 se descubrió el efecto de la Acción Fotodinámica

para el mejoramiento de la citotoxicidad de la eosina en la piel activado por la luz. Posteriormente a

este mecanismo se le conoceŕıa como Terapia Fotodinámica. En el periodo de 1903 a 1907 se reportaron

trabajos innovadores acerca del uso de la luz para el tratamiento de cáncer de piel y posteriormente para

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

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

fuentes de iluminación incoherente y de amplio rango, como la luz del sol, lámparas incandescentes o
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lámparas de gas, hasta la década de 1950, cuando fueron reemplazadas por fuentes de luz de alta potencia

óptica. El uso terapéutico mas importante de la luz es el efecto de fotocoagulación por medio de radiación

Láser, la cuál es seleccionada para actuar sobre la superficie de interés de un órgano o tejido, la cuál

es selectiva a cierta longitud de onda, produciendo a múltiples mecanismos originados por la interacción

luz/tejido. En 1960 Theodore Harold Maiman reportó por primera vez de forma experimental, una fuente

de iluminación monocromática, mejor conocida como radiación Láser (Amplificación de Luz por Emisión

Estimulada de Radiación, por sus siglas en inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)

[68], la cuál hab́ıa sido propuesta teóricamente por Arthur Leonard Schawlow y Charles Hard Townes

en 1958 como una mejora a la fuente de radiación Máser (Amplificación de Microondas por Emisión

Estimulada de Radiación, por sus siglas en inglés, Microwave Amplification by Stimulated Emission of

Radiation) [69]. A la par del descubrimiento de la radiación láser, las aplicaciones en la medicina fueron

emergiendo, especialmente en áreas como la dermatoloǵıa y la oftalmoloǵıa y fue hasta inicios de la década

de 1990, cuando se estableció que el uso de los láseres en la medicina eran una practica segura y efectiva,

consolidándose aśı como estándares de oro en el tratamiento médico de enfermedades en diferentes áreas

como la odontoloǵıa, la neuroloǵıa, la oncoloǵıa, la cardioloǵıa y en muchas otras mas áreas de la medicina

[70]. A el conjunto de las aplicaciones terapéuticas del laser se le denomina Ciruǵıa Láser o Medicina Láser.

En la Figura 1.8 se establecen las aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico de los láseres, ambas incluidas

dentro del concepto de óptica biomédica.

Figura 1.8: Aplicaciones de diagnóstico y terapéuticas de los láseres [70].
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1.2.1. Tratamiento Láser

La ciruǵıa láser se utiliza para manipular tejidos, de forma mı́nimamente invasiva, por medio de los

mecanismos de:

Fototermólisis Selectiva: Esta basada en la absorción de pequeños pulsos de radiación al generar y

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

Fotoablación: Al tener un alto nivel de irradiación y periodos cortos de exposición a la radiación,

conocidos como Pulsos, se origina una ruptura del tejido dando como resultado la destrucción y

eliminación del tejido [73].

Fotosoldado: Consiste en aprovechar la enerǵıa del láser incidente sobre el tejido para fundirlo

directamente o para activar agentes biológicos que enlazan tejidos, permitiendo aśı el cierre de

heridas o lesiones sin necesidad de realizar una suturación. Los mecanismos detrás del fotosoldado

son la desnaturalización y la homogenización de colágeno con fibrilos a partir del calentamiento del

tejido a partir de la absorción de la enerǵıa del láser en el tejido [74].

Fotoruptura: Es producto de una Descomposición Óptica. Se utiliza para romper o evaporar materia

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

Fotocoagulación: Se utiliza para eliminar tejidos dañinos sin afectar la integridad del órgano. En

este proceso, la enerǵıa del laser utilizado es menos intensa que en el efecto de la fotoablación, por

lo tanto la absorción es menor [76].

Las aplicaciones de los láseres en la medicina crecen cada d́ıa mas. Un factor crucial en la medicina láser

es el tiempo de recuperación 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 algún impacto negativo en la vida

diaria del paciente. Otro factor importante es el hecho de emplear láseres cuyos efectos sean mı́nimamente

invasivos para los tejidos, de forma similar a los utilizados en el diagnóstico médico no-invasivo, de ah́ı el

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

Las interacciones luz/tejido aún continúan en estudio para encontrar técnicas mas óptimas, aśı como

configuraciones de los láseres adecuadas para la aplicación deseada. A la fecha existen seis diferentes tipos

de láseres: Láseres qúımicos, Diodos Láser, Láseres Colorantes, Láseres de Electrones Libres, Láseres de

Gas y Láseres de Estado Solido [1, 2]. En secciones posteriores se profundizara sobre las interacciones

luz/tejido y las técnicas de modelado teórico utilizadas en la actualidad.
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1.2.2. Terapia Fotodinámica

La Terapia Fotodinámica (PDT, por sus siglas en inglés, Photo-Dynamic Theraphy) es una terapia

basada en la luz donde se busca la erradicación de enfermedades de forma no-invasiva, principalmente de

enfermedades canceŕıgenas. La principal innovación de la terapia fotodinámica esta en su alta efectividad,

selectividad y especificidad, además de la posibilidad de integrar nuevos materiales y tecnoloǵıa a escala

nanométrica para optimizar su mecanismo de operación. El término de terapia fotodinámica fue propuesto

en 1900 por el médico alemán Oscar Raab en su art́ıculo ”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 operación de la terapia fotodinámica es la administración de un compuesto conocido

como Fotosintetizador, el cuál tiene las propiedad de adherirse a tejidos que presenten alguna patoloǵıa

en espećıfico, y que es fotosensible, es decir, sus moléculas absorben enerǵıa, al ser expuestas a la luz,

originando aśı la erradicación de las células inapropiadas del tejido que presenta la patoloǵıa de interés

[84].

Figura 1.9: Mecanismo de operación de la teraṕıa fotodinámica [84, 85, 86].

1.3. Aplicaciones de la Óptica en la Dermatoloǵıa

La Dermatoloǵıa es la rama de la medicina que se encarga de estudiar la piel, aśı como el diagnóstico

y tratamiento de las patoloǵıas que se originan en ella. La piel, al ser un tejido biológico, presenta efectos

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

terapéutica, mientras que la fracción de la radiación que es esparcida, puede utilizarse como herramienta

de diagnóstico [87, 88, 89].

Figura 1.10: Propagación 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 diagnóstico

médico. Por otro lado, la propiedad de la luz para penetrar un tejido y depositarle enerǵıa ocasionando

procesos qúımicos y/o térmicos es fundamental para las aplicaciones terapéuticas de la luz. Por lo tanto,

dentro de la óptica biomédica, como primer paso es importante especificar las propiedades ópticas de los

tejidos para diseñar dispositivos basados en la luz para aplicaciones médicas, interpretar mediciones de

diagnóstico y elaborar protocolos terapéuticos. El paso siguiente es utilizar las propiedades ópticas de los

tejidos en un modelo de transporte para modelar y predecir teóricamente la propagación de la luz y la

deposición de enerǵıa en los tejidos [90, 91].

Previamente se ha utilizado la espectroscoṕıa Raman como herramienta en aplicaciones dermatológicas,

entre las que se pueden mencionar la detección temprana de enfermedades como la dermatitis atópica

[92, 93], la alergia al nickel [94], la diabetes mellitus [95, 96, 97], melasma [98, 99], la fibrosis hepática

[100], etc. También se ha utilizado como herramienta de valoración no-invasiva para terapias basadas en

la luz [101, 38] y tratamientos tópicos [102], evaluación del envejecimiento de la piel por efectos foto-

inducidos [103, 104, 105], monitoreo de la humedad en la piel [106], diagnóstico temprano de cáncer
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[107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115] y psoriasis [116]. Una de los principales atractivos de la

espectroscoṕıa Raman es la posibilidad de poder realizar mediciones in vivo, evitando aśı realizar procesos

que estén restringidos a un laboratorio [9, 38, 3, 39, 117, 118]. La configuración t́ıpica para aplicaciones

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

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

Por otro lado, la espectroscoṕıa de reflectancia difusa se ha utilizado ampliamente para estudiar las

variaciones pigmentación de la piel [87], daños en la piel inducidos por la exposición al sol [119], cicatri-

zación de heridas [120], quemaduras [121] evaluación de eritemas [122], monitoreo de niveles de glucosa

en la sangre [123], cáncer de piel [124, 125] aśı como la determinación cuantitativa del foto-tipo de la

piel [126, 60, 127]. Debido a que dichas patoloǵıas son reconocibles a simple vista, la espectroscoṕıa de

reflectancia difusa sirve como herramienta cuantitativa para determinar las propiedades ópticas de la piel

[57, 128] y establecer márgenes de superficie entre tejidos sanos y enfermos [58]. Aunque son técnicas

complementarias, una ventaja de la espectroscoṕıa de reflectancia difusa con respecto a la espectroscoṕıa

Raman es que la instrumentación requerida es mas accesible, lo cuál ha permitido el desarrollo de inno-

vadores prototipos que ya están, o se encuentran en proceso de, estandarización por el personal médico
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[129, 130, 125]. Un factor que podŕıa considerarse como una desventaja es la fuente de iluminación uti-

lizada, ya que las lámparas de halógeno-tungsteno y xenón utilizadas operan en una parte de la región

UV del espectro electromagnético, la cuál es dañina para los tejidos. En la Figura 1.12 se muestra la

configuración basada en fibras ópticas que se ha estandarizado para aplicaciones de la espectroscoṕıa de

reflectancia difusa en la dermatoloǵıa [58].

Figura 1.12: Instrumentación requerida para aplicaciones biomédicas utilizando espectroscoṕıa de reflec-
tancia difusa in vivo [58].

La piel, al ser el tejido biológico que se encuentra mas expuesto al exterior, tiene la función de proteger

a los tejidos internos del cuerpo humano y absorber enerǵıa exterior, por lo tanto, el patrón térmico de

la piel puede utilizarse como herramienta de diagnóstico y monitoreo. Las variaciones en la temperatura

pueden ser ocasionadas por cambios en la distribución espacial de la superficie de la piel o por cambios

en la dinámica de sub-áreas de la piel, ambos considerados como biomarcadores para determinadas pato-

fisioloǵıas [65, 131, 132, 66]. En cuanto a las aplicaciones de la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja

digital en la dermatoloǵıa, esta se ha utilizado para analizar y clasificar el patrón térmico de tumores can-

ceŕıgenos [133, 134], profundidad de quemaduras [135], pie diabético [136] y psoriasis [137]. La principal

ventaja de la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital es el hecho de que no se requiere un contacto

directo con el cuerpo humano, a diferencia de la espectroscoṕıa Raman o de reflectancia difusa, donde la

interacción luz/tejido se lleva a cabo por medio de una sonda, la cuál sirve como fuente de conducción

para la fuente de iluminación. De esta forma, las mediciones de termograf́ıa infrarroja pueden realizarse, si

la aplicación lo permite, a metros de distancia del paciente, garantizando aśı la integridad y seguridad del

paciente. Ahora, al utilizar la temperatura como biomarcador, la principal desventaja de la imagenoloǵıa

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 termograf́ıa infrarroja deben de llevarse a cabo en un ambiente aislado, sin interferencias de ilumina-

ción o térmicas, preferentemente con un ambiente controlado y con el equipo de imagenoloǵıa calibrado

correctamente (Figura 1.13).

Figura 1.13: Entorno de mediciones de imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital para aplicaciones
biomédicas [66].

18



Caṕıtulo 2

Dermatosis Mas Comunes -
Diagnóstico y Tratamiento

2.1. Dermatosis Mas Comúnes

Las Enfermedades de la Piel son el conjunto de todas aquellas manifestaciones anormales que están

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 excepción del cáncer 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

población mundial, espećıficamente 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 manifestación de una enfermedad en

la piel, aśı como haberse sometido a algún tratamiento para erradicarla, por lo menos una vez en la vida

[138, 139, 140].

Una Dermatosis es un tipo de manifestación superficial de una enfermedad en la piel la cual también

puede observarse en la superficie de las uñas y del cabello. La principal caracteŕıstica de una dermatosis es

que su manifestación no incluye caracteŕısticas 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, contaminación 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 dermatológico, haciendo complejo el diagnóstico y

el subsecuente tratamiento. Como se menciono en el caṕıtulo 1, la biopsia es el estándar de oro para el

diagnóstico de las enfermedades de la piel, y una vez que se tiene información espećıfica es posible someter

la lesión a un tratamiento, el cuál va a ser variable dependiendo de las caracteŕısticas de la lesión.
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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 año 2019 las 3 enfermedades de la piel mas investigadas eran la dermatitis

(38 %), el acné (29 %) y en igual proporción la psoriasis y la urticaria (19 %) utilizando una escala de

medición conocida como DALY (Años de Vida Ajustados por una Discapacidad, por sus siglas en inglés,

Disability-Adjusted Life Years), la cuál cuantifica el número de muertes debido a una enfermedad con los

años 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 común, 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 realizó utilizando referencias exclusivamente del área médica, sin contar

con referencias en el área de la óptica biomédica o ingenieŕıa biomédica.

Figura 2.1: Reporte de la GBD para las enfermedades de la piel de acuerdo a el número 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 patrón similar por año en la mayoŕıa de las enferme-

dades analizadas, a excepción 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: Representación Gráfica del Reporte de la GBD para las enfermedades de la piel de acuerdo a
el número de publicaciones realizadas durante 2015-2020.

Vale la pena mencionar que los estudios tomados como referencia son anteriores al 2020 debido a la

situación mundial de la pandemia originada por el virus SARS-Cov-19, conocida como COVID-19, lo cuál

implico realizar cambios drásticos en todos los aspectos de la vida diaria. En un estudio reportado por

Kutlu y Metin [141] se analizó el impacto de la pandemia en las visitas al dermatologo, observándose una

considerable variación en la presencia de las enfermedades de la piel, la cuál 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 encontró una variación en el porcentaje de de las enfermedades de la piel mas comunes,

siendo la Queratosis Act́ınica aquella con mayor porcentaje (64.5 %), seguida por la rosácea (25.5 %),

eczema (11.6 %), acné (5.7 %), carcinoma (3.1 %) y la psoriasis (1.2 %) (Figura 2.3). El estudio se construyó

utilizando un cuestionario acerca de las caracteŕısticas demográficas de cada individuo participante, para

finalmente ser valorados por personal dermatológico. Aquellos individuos con conocimiento o diagnóstico

previo de alguna enfermedad de la piel fueron atendidos de forma mas detallada por un grupo especializado

de dermatólogos, el cuál se centro en diferentes zonas de la cabeza, el cuello y las extremidades, aśı

como aquellas zonas que se encontraban expuestas a la radiación UV. Información como la profesión y

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

21



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

En el resultado de este estudio se observó 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 años. Es esta enfermedad una de las cuáles se

estudiara a profundidad utilizando métodos ópticos para su monitoreo, y que se vendrá desarrollando a lo

largo de esta tesis. También se observó 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 rosácea, que frecuentemente es pasada por

alto, esta mas pronunciada en las mujeres cuya edad es mayor a los 50 años. Esta enfermedad también

se analizará utilizando técnicas ópticas a lo largo de esta tesis. Otro resultado de este estudio fue la

observación de que aproximadamente el 70 % de los pacientes que sufren una enfermedad de la piel se

someten a tratamientos sin acudir a valoración médica, debido a que las enfermedades con mayor presencia

no requieren de una hospitalización, lo que puede desencadenar el riesgo de desarrollar infecciones o bien,

efectos adversos a los tratamientos por los cuales se optó. 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 estimación mas realista en un conjunto de individuos con

la misma etnicidad, el cuál 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 ópticas de forma no-invasiva para un

diagnóstico 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 Pigmentación

La Pigmentación de la piel ha sido utilizada, aunque de forma subjetiva, como herramienta de detección

y diagnóstico de enfermedades [87]. Con el creciente desarrollo de aplicaciones de la óptica biomédica, la

subjetividad de la pigmentación de la piel ha ido reduciendo, a favor del desarrollo de técnicas mas robustas

y precisas que permiten extraer información relevante acerca del estado de la piel. Entre los estudios que

se pueden realizar a partir de la cuantificación de la pigmentación de la piel se puede mencionar la

determinación del fototipo [60, 150], las dimensiones de las venas [151], la concentración de hemoglobina

y melanina, saturación de ox́ıgeno en la sangre [152], el proceso de cicatrización de heridas [153], etc. La

pigmentación de la piel esta determinada por una variedad de factores, en donde se incluyen la melanina,

la hemoglobina, los carotenoides y colágeno [154].
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La Melanina en especifico, es un cromóforo producido por células llamadas Melanocitos, que se encuen-

tran embebidas en organelos conocidos como Melanomas. Los trastornos de la pigmentación son anomaĺıas

producidas por el número y tamaño de los melanomas, resultado de anormalidades en la formación de los

melanocitos durante el proceso de embriogénesis, que incluye la presencia de h́ıper pigmentación é hipo

pigmentación [155, 156, 157].

Figura 2.5: Metodoloǵıa estándar para evaluar los trastornos de la pigmentación [158].
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La Hı́perpigmentación es ocasionada por una elevada producción de melanina, producto de una activi-

dad anormal de la actividad de los melanocitos [155]. También es atribuida a la exposición a la radiación

ultra-violeta (UV) [157] y recientemente a la exposición a la radiación visible y a la vascularización ocasio-

nada por la radiación infrarroja [159, 160]. Entre las enfermedades relacionadas con la hiperpigmentación

están la melasma [161], la melanosis de Riehl [162], la eritomelanosis folicular [163], eritema dyschromicum

[164], poikiloderma de Civatte [165], dermatitis foto-tóxica [166], etc. F́ısicamente, una hiperpigmentación

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

Figura 2.6: Ejemplo de una lesión con hiperpigmentación, donde se observa un obscurecimiento notable
debido a niveles altos de melanina [167].
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La Hipopigmentación esta caracterizada por un decremento en la presencia de los melanocitos y me-

lanomas ó por alteraciones en el proceso de transferencia de los melanomas a queratinocito [155]. Las

enfermedades relacionadas son el vit́ıligo [168], la hipo melanosis post-inflamatoria [169], pitiriasis alba

[170], piebaldismo [171], etc. Aunque en su mayoria, las lesiones relacionadas con la hipopigmentación

son benignas y asintomáticas, un descuido en una lesión de hipopigmentación puede resultar en graves

consecuencias a nivel psicológico y cosmético, aśı como económico y social en los pacientes que la padecen

[172]. F́ısicamente, una lesión con hipopigmentación es mas clara que el resto de la superficie de la piel,

y de igual forma que las lesiones de hiperpigmentación, su tamaño y distribución varia de paciente a

paciente.

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

Las lesiones de hiperpigmentación pueden manifestarse por factores hereditarios o externos, que a

menudo se presentan durante la niñez, como por ejemplo la prolongada exposición a la radiación solar,

quemaduras, exposición a algún qúımico, etc. [158]. T́ıpicamente el tratamiento para las enfermedades

relacionadas con la hiperpigmentación está basado en sustancias tópicas como retinoides acido azelaico o
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hidroquinona, la cuál es considerada como el estándar de oro para el tratamiento y manejo de melasma.

Además, el uso de bloqueadores solares con alto contenido en dióxido de titanio y oxido de zinc es

recomendable aśı como disminuir el tiempo de exposición a la radiación UV [173]. En estudios recientes

se han propuesto el uso de terapias basadas en la luz, como la ciruǵıa láser, para el tratamiento de

lesiones relacionadas con la hiperpigmentación, principalmente aquellas que son producto de enfermedades

inflamatorias, como el acné o el eczema, conocidas como Hiperpigmentación Post-Inflamatoria [169]. Por

otro lado, los tratamientos utilizados para las lesiones relacionadas con la hipopigmentación son la ciruǵıa

láser [174], la crioterapia [175], peeling [176] y los tratamientos tópicos [176].

2.3. Acné

El Acné es las enfermedad de la piel mas común en el mundo [177, 178]. La prevalencia del acné

varia dependiendo del páıs 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

patrón caracteŕıstico, la principal caracteŕıstica crónicas/inflamatoria de las enfermedades que se presenta

en la unidad pilo sebácea 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 fisiopatoloǵıa del acné implica complejos procesos dentro de la unidad pilo sebácea que dan como

resultado un cambio en el microambiente cutáneo que posteriormente conduce a reacciones inflamatorias

[184, 185, 186]: h́ıper seborrea [187], queratinización folicular anormal (Hı́per-queratinización) [188], incre-

mento en la presencia de la bacteriaPropionibacterium Acnés (P.acnes) [189], influencia hormonal [190],

producción anormal de sebo [191], secreción de mediadores inflamatorios [192].

El acné se manifiesta principalmente en zonas donde existe una mayor presencia de foĺıculos capilares,

y por lo tanto, mayor presencia glándulas sebáceas. 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 espećıficos, existen diferentes manifestaciones del acné, a partir de las

cuales la enfermedad puede ser clasificada de acuerdo al tipo de lesión que se presente, siendo el Acné

Vulgaris el tipo mas común del acné ya que nuestra el 99 % de prevalencia [194]. Los Foĺıculos Capilares son

ductos que se encuentran en la superficie de la epidermis, y es en ellos donde se presenta el generación de

cabello. Alrededor de los foĺıculos capilares están localizadas las Glándulas Sebáceas, las cuáles producen

una sustancia de consistencia grasosa/aceitosa conocida como Sebo, la cuál es excretada a la superficie

de la piel por medio del foĺıculo capilar sirviendo como protector y humectante para la piel y el cabello

(Figura 2.9).

Figura 2.9: Foĺıculos capilares y las glandulas sebaceas dentro de la piel [194].
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La manifestación del acné ocurre cuando los foĺıculos capilares se bloquean debido a la h́ıperqueratini-

zación formando una lesión conocida como Micro-comedón [195], la cuál ocasiona que el sebo y la queratina

queden estancados dentro de los poros de la piel dando como resultado una hinchazón, inflamación e in-

clusive una irritación de la piel. A medida que el foĺıculo capilar continua bloqueado, el micro-comedón

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 cuál es la bacteria predominante en la manifestación del acné

y que se presenta como una defensa contra el sebo acumulado [194, 196]. Otros factores que estimulan la

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

Figura 2.10: Micro-comedón cerrado: Superficie inflamada fija (Pápula) de color amarillo/blanco tam-
bién conocida como Punto Blanco. Esta lesión se considera como la precursora de todas las lesiones
inflamatorias relacionadas con el acné. Micro-comedón abierto: Apertura en la piel ocasionada por la
h́ıper-queratinización, esta lesión es comúnmente conocida como Punto Negro. Figura adaptada de [198]

.
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2.4. Rosácea

La Rosácea es una enfermedad de la piel con caracteŕısticas inflamatorias, entre las cuales se pueden

mencionar la irritación de la piel, pústulas, vasos sangúıneos anormales y enrojecimiento notable en la

superficie facial, principalmente en las mejillas, la frente y la nariz, lo cual puede resultar en trastornos

psicológicos en el paciente, como estrés o ansiedad. Aunque se han considerado la desregulación neuro-

vascular o alteraciones inmunológicas, la fisiopatoloǵıa de la rosácea no ha sido totalmente determinada,

a diferencia de otras enfermedades de la piel como el acné [199, 200]. Factores como la presencia del

ácaro Demodex [201, 202, 203], exposición a la radiación UV [204] [205] han sido estudiados como posibles

disparadores para el desarrollo de la enfermedad. La principal limitante para el diagnóstico de rosácea es

que la biopsia no es espećıfica, de esta forma la necesidad de implementar técnicas no-invasivas basadas

en la luz es crucial para el estudio de la rosácea [205, 206, 207]. El estándar de oro para el diagnóstico y

manejo de la rosácea es el criterio de clasificación establecido por la Sociedad Nacional de Rosácea donde

se proponen 4 tipos de manifestaciones [208, 209] (Figura 2.11) y recientemente de acuerdo al fenotipo

[205].

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

Además de las dermatosis relacionadas con los trastornos de la pigmentación, la piel puede presentar

múltiples enfermedades originadas por diferentes casusas internas o externas. Al ser el tejido humano mas

externo al medio ambiente, la valoración de las erupciones en la piel se utiliza para determinar si existe o

no alguna enfermedad. Es importante recalcar que la valoración visual de las zonas con las erupciones no

es suficiente y que es necesario monitorear toda la piel para poder proporcionar un diagnóstico adecuado

y posteriormente aplicar un tratamiento de forma efectiva. Para realizar el diagnóstico de enfermedades

de la piel es necesario realizar una valoración del historial médico del paciente, antecedentes familiares,

etc. Las erupciones de la piel se deben clasificar de acuerdo a su pigmentación, morfoloǵıa, áreas cercanas,

ubicación de la lesión y como es la distribución de las erupciones en ella [210].
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Caṕıtulo 3

Espectroscoṕıa Raman de la Piel

3.1. Anatomı́a y Fisioloǵıa de la Piel

La Piel es el órgano mas grande del cuerpo humano, ocupa aproximadamente el 16 % del peso total

del cuerpo humano y cubre un área de aproximadamente 2m2 en un adulto. Su principal función es cubrir

y proteger los órganos internos. De forma anatómica, la piel se compone de dos capas: la Dermis y la

Epidermis [211, 106, 212]:

Epidermis. Es un tejido epitelial compuesto por capas de células epiteliales, conocido como Epitelio

Estratificado. Su grosor esta en un rango de 40− 150µm. Su función 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 protección para pérdidas de agua,

aśı como infecciones ocasionadas por la presencia de microbios o la exposición a sustancias tóxicas.

Dermis. Es un tejido conectivo fibroelástico, responsable de la elasticidad de la piel. Su grosor esta

en un rango de 1 − 4mm. Dentro de su estructura se encuentran nervios, vasos sangúıneos, vasos

linfáticos, foĺıculos, músculos, glándulas sebáceas y glándulas sudoŕıparas. Es en esta capa donde

se encuentran protéınas como el colágeno y la elastina, que están directamente relacionadas con la

elasticidad y la resistencia de la piel. Aproximadamente el 90 % de la dermis esta conformada por

colágeno, que es la protéına estructural de mayor proporción, 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: Anatomı́a de la piel: epidermis y dermis. Figura adaptada de [106].

3.2. Espectroscoṕıa Raman de la Piel

El primer espectro Raman de la piel fue reportado en 1992 por B.W. Barry, donde se propuso la es-

pectroscoṕıa Raman como una herramienta complementaria a la espectroscoṕıa infrarroja para el estudio

y análisis de enfermedades de la piel [213]. Actualmente se tiene reportado un registro con las bandas

caracteŕısticas del espectro Raman de la piel (Tabla 3.1), y se ha propuesto que cualquier variación 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 espectroscoṕıa Raman pue-

den variar dependiendo de las especificaciones del equipo utilizado para realizar la medición (longitud

de onda, resolución, etc.), de la condición del paciente y las técnicas de procesado y análisis de datos

espectroscópicos. Por lo tanto, es importante realizar siempre mediciones de prueba sobre piel sana, es

decir, sin ninguna manifestación de alguna enfermedad. Para aplicaciones biomédicas de la espectroscoṕıa

Raman es común realizar esta medición en la zona del antebrazo o la parte interna superior del brazo,

mientras que para las aplicaciones mas comunes de la técnica, como la caracterización de materiales se

utiliza una muestra de silicio.
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Raman-Shift

(cm−1)

Asignación Componente

936 C-C (Estiramiento de Prolina-Valina-

Backbone)

Queratina

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

1003 C-C (Vibración de Fenilo) Colágeno-Elastina-

Queratina

1063 C-C (Estiramiento Asimétrico de Ĺıpidos) Ceramida

1080 C-C (Estiramiento Esqueletal en Ĺıpidos) Trioleina

1093 O-P-O (Vibración de Estiramiento Simétrico

de ADN-Backbone)

Nucleo

1128 C-C (Estiramiento Esquelético Simétrico) Ceramida

1248 Amida-III (Lámina-β y conformación de Bo-

bina Aleatoria)

Colágeno-Elastina

1254 Lámina-β/ Thymina/Citosina (Base ADN/

ARN)

Núcleo

1269 Amida-III (Hélice-α), Estiramiento C-N, Do-

blaje N-H

Colágeno-Elastina-

Queratina

1301 Modos C-H (CH2) de ĺıpidos, Bandas CH2/

CH3

Trioleina

1336 Amida-III, Estiramiento C-N y N-H Elastina

1337 Adenina, Guanina (Base ADN\RNA) Núcleo

1378 Estiramiento Lineal del Enlace C-C bonds

dentro de los anillos

Melanina

1440 Bandas CH2/CH3 Trioleina-Ceramida

1450 Estiramiento C-H de protéınas Queratina

1454 Estiramiento C-H, Deformación Asimétrica C-

H

Colágeno-Elastina

1573 Estiramiento de los Anillos Aromáticos Melanina

1645 Modo vibracional O-H del Agua Agua

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

1656 Ĺıpidos C-C Trioleina

1665 Vibración C-O de la Amida-I Colágeno-Elastina

Tabla 3.1: Bandas Raman caracteŕısticas de la piel [114].
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La Fluorescencia es uno de los principales problemas que se presentan en las mediciones Raman de

muestras biológicas. Este efecto es producido por la absorción de la radiación, principalmente por la

radiación visible, interfiriendo considerablemente con el esparcimiento Raman. Además de la fluorescencia

hay factores como el ruido provocado por los artefactos de movimiento, tanto del paciente como del

personal médico, errores en la adquisición del equipo, además del ruido proveniente del detector y la

resolución limitada del sistema de medición. Por lo tanto, antes de realizar el análisis de los espectros

Raman es necesario contar con una etapa de pre-procesado, que incluya la substracción de la fluorescencia,

filtrado y normalización de los espectros [215]. Aunque existen diversas técnicas para la substracción de

fluorescencia en una señal Raman ya sea por técnicas experimentales como la espectroscoṕıa Raman de

excitación desplazada (SERDS, por sus siglas en inglés, Shifted-Excitation Raman Spectroscopy) [216, 217,

218], o bien, por técnicas computacionales como el ajuste polinomial, aproximación por derivadas, análisis

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 precisión y simple manejo, por lo tanto fue utilizado en la etapa del pre-procesado de los

análisis presentados en esta tesis. La substracción de fluorescencia de un epectro Raman proveniente de

una muestra biológica durante la etapa del pre-procesado se observa en la Figura 3.2.

Figura 3.2: Espectro Raman de la glutamina (A) con fluorescencia y (B) sin fluorescencia [16]. Se puede
apreciar como la señal de fluorescencia es ordenes de magnitud mayor que la señal 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 ó bien por efectos de error en la adquisición

y muestreo. Como herramienta de filtrado, en esta tesis se utilizó 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

mı́nimos cuadrados[220, 221, 222]. Finalmente, debido a la aleatoriedad de las intensidades observadas en

un espectro Raman, es muy importante incluir una normalización de datos, es decir, restringir todos los

valores de las intensidades a un rango espećıfico. Como métodos de normalización se pueden mencionar el

área bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés Area Under Curve), o la normalización tomando como

referencia alguna banda caracteŕıstica, como bien puede ser la del Metileno (1440cm−1 aproximadamente)

o la de la Amida-III ( 1660cm−1 aproximadamente) [215]. Es importante mencionar que en este último

método de normalización 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 utilizó el método de normalización por AUC para los espectros Raman y de reflectancia

difusa.

Dentro del espectro Raman se encuentra la región baja conocida como Fingerprint Region, la cual va

de los 200 − 2000cm−1. Es en esta región donde las bandas obtenidas pueden ser asignadas a diferentes

moléculas de acuerdo a sus vibraciones. Para muestras biológicas, la región baja se considera en 800 −

1800cm−1. Por otro lado existe la región alta, cuyos números de onda son > 2000cm−1, donde es posible

caracterizar muestras orgánicas que contengan pequeños átomos de hidrógeno. El estudio de las señales

obtenidas en la región alta ha sido menos explorado, debido a la complejidad en la instrumentación

requerida. Dentro de las aplicaciones biomédicas de la región alta están los estudios en la dermatoloǵıa

y odontoloǵıa, aunque debido a la complejidad de la instrumentación requerida para obtener señales en

este rango de números de onda, las aplicaciones son menores. Por lo tanto, es en la región baja donde se

encuentran las bandas correspondientes a los componentes de las muestras biológicas y la selección de la

región de interés va a depender de los parámetros y configuración del sistema Raman utilizado, como la

longitud de onda utilizada como excitación, la resolución espectral, la relación señal a ruido, el grating y

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

Finalmente, para el procesado y análisis de espectros se han venido utilizando técnicas de Ciencia

de Datos, Machine Learning o Deep Learning. En secciones posteriores se profundizará en el procesado

y análisis de espectros. En la Figura 3.3 se muestra el espectro Raman caracteŕıstico 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. Colágeno Tipo-I

El Colágeno es la protéına mas abundante del cuerpo humano y esta presente en los procesos de

cicatrización de heridas, desarrollo de nuevos tejidos y regeneración de la piel [38]. Existen alrededor de

30 tipos de colágeno distribuidos en el cuerpo humano con variaciones en cada tejido [225]. El Colágeno

Tipo-I (T1C) es el tipo de colágeno mas abundante, aproximadamente del 80 − 85 % de la cantidad de

colágeno en la piel humana es de tipo-I [223, 226]. El espectro Raman del T1C reportado por Nguyen et

Al. 2012 [227] presenta bandas caracteŕısticas que se pueden encontrar en la Tabla 3.1: 895 cm−1, 940

cm−1, 1001 cm−1,1356 cm−1,1425 cm−1,1545cm−1.

3.4. Colágeno Tipo-III

El Colágeno Tipo-III (T3C) es una protéına perteneciente a la matŕız extracelular, parte del grupo

de colágenos fibrilares. Este tipo de colágeno cubre aproximadamente del 5 − 20 % de la presencia del

37



colágeno en la piel y es crucial para el desarrollo de la piel y de el sistema cardiovascular al mantener las

propiedades fisiológicas de estos órganos [228, 229]. En la piel y el tejido conectivo, el colágeno tipo-III

se encuentra co-localizado con el colágeno tipo-I, por lo que es parte del proceso de generación de fibrilos

conocido como Fibrilogénesis. Además, las mutaciones en la presencia del colágeno tipo-III se consideran

disparadores para el desarrollo de enfermedades como el Śındrome de Ehlers–Danlos, la cuál se caracteriza

por afectar principalmente a la piel y a los vasos sangúıneos [228]. A diferencia que colágeno tipo-I, se

ha demostrado que los efectos fotomecánicos de la ciruǵıa láser inducen induce a la śıntesis de colágeno

tipo-III [228].

3.5. Colágeno Tipo-IV

El Colágeno Tipo-IV (T4C) es el principal componente de la membrana basal [230], la cuál regula

la actividad celular, modula la distribución de los tejidos y proporciona información acerca del micro-

ambiente externo a las células epiteliales. La principal contribución del colágeno tipo-IV es que actúa

como una barrera entre los tejidos y que tiene interacción con las células, factores de crecimiento y con

diferentes componentes de la misma membrana basal [231]. Aunque su contribución en la piel es menor en

comparación con el colágeno tipo I y III, se ha observado que el colágeno tipo-IV también esta presente en

las glándulas sudoripas y los vasos sangúıneos, y su presencia puede ser utilizada como un biomarcador en

el proceso de cicatrización de heridas, enfermedades reumáticas, śındrome de Alport y de Goodspasture y

la aparición de ampollas en la piel [232], aśı como para la restauración de la piel por tratamientos basados

en la luz [233, 101].

3.6. Colágeno Tipo-V

El Colágeno Tipo-V (T5C) es un tipo colágeno responsable de la fibrilación de los colágenos tipo I y III,

con importante contribución en la matriz ósea, la estroma corneal y la matriz intersticial de los músculos,

h́ıgado, pulmones y placenta [234]. Junto con los colágenos tipos IV y VI, el colágeno tipo-V conforma

aproximadamente el 5 % del colágeno total en la piel humana [226]. Las deficiencias en la presencia del

colágeno tipo-V se han correlacionado con el śındrome de Ehlers–Danlos. También se ha establecido que

la altos niveles en la presencia del colágeno tipo-V han sido observados en enfermedades como cáncer, la

granulación tisular, la inflamación, la aterosclerosis y la fibrosis, en diferentes tejidos como los pulmones,

la piel, el riñón, tejido adiposo y tejido hepático [235, 236].

En la Figura 3.4 se observan el espectro Raman caracteŕıstico de la piel, aśı como los espectros Raman

correspondientes a el colágeno tipo-I (T1C), tipo-III (T3C), tipo-IV (T4C) y tipo-V (T5C), cuyas bandas

caracteŕısticas están en 895, 933, 1000, 1076, 1352, 1423, 1460, 1661 y 1735cm−1.
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Figura 3.4: Espectro Raman de la piel y de los colágenos tipo-I (T1C), tipo-III (T3C), tipo-IV (T4C) y
tipo-V (T5C).

3.7. Conclusiones

La espectroscoṕıa Raman es la técnica central de esta investigación, aśı como sus aplicaciones médi-

cas. Al realizar una caracterización de la piel fue posible validar los estudios presentados en esta tesis

con trabajos previamente reportados para la detección de protéınas en la piel. Fue de gran importancia

realizar una investigación sobre las protéınas que están involucradas en el proceso de regeneración de la

piel, para evaluar la efectividad que tienen las terapias basadas en la luz para erradicar enfermedades

dermatológicas de forma segura y no-invasiva. Aunque se abordan otras técnicas a lo largo de esta investi-

gación, la espectroscoṕıa Raman es la técnica utilizada como referencia y es de particular interés aplicarla

en diferentes áreas de la medicina. El espectro Raman de la piel que se obtuvo de forma experimental

presenta las bandas observadas en los espectros de los colágenos. De acuerdo a la investigación previa

[9, 223], la resolución del espectro Raman y su uso en aplicaciones biomédicas depende en gran parte de

la configuración del sistema de espectroscoṕıa, del procesado y del análisis de la señal obtenida.
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Caṕıtulo 4

Diagnóstico y Monitoreo Óptico de
Cicatrices de Acné bajo Ciruǵıa
Láser Fraccional Ablativa CO2

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, f́ısica y psicológica que estas tienen en la vida diaria de los pacientes, los cuáles 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 evolución de un micro-comedón leve a una lesión

inflamatoria, las cuáles con un manejo inapropiado, pueden ser disparadores para el desarrollo de infec-

ciones en la piel. Su apariencia f́ısica esta caracterizada por una notable resequedad e hinchazón. Otra

caracteŕıstica de las cicatrices de acné es que si no son tratadas oportunamente, estas permanecerán en

la piel del paciente, dándole una apariencia de desgaste.

Las cicatrices de acné se clasifican como Atróficas, Hipertróficas y Keloidales [240, 242, 244, 245],

siendo las cicatrices atróficas las mas comunes y que pueden ser de tres tipos: pica-hielo (ice-pick), rodante

(rolling) ó de vagón (boxcar) [246, 247, 248, 249, 250] (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Clasificación de las cicatrices de acné de acuerdo a su morfoloǵıa [249]: (A) (Izquierda) Cicatriz
de Vagón (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, aśı 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 aśı 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 caracteŕısticas [250].

A menudo se realizan tratamientos en conjunto debido a que cada paciente puede presentar diferentes

tipos de cicatrices a la vez, aśı como lesiones inflamatorias, resultado de la auto-medicación o bien por

auto-inducción del paciente como resultado del enorme impacto negativo experimentan al tener este tipo

de cicatrices [250]. Los tratamientos considerados como estándares para el tratamiento de las cicatrices

de acné son:

Peeling Qúımico [253].

Dermoabrasión [254].

Ciruǵıa Láser Fraccional Ablativa y No-Ablativa [70, 255, 256, 257, 258].

Injertos [246].

Trasplantes de Grasa [259].

Agujeramiento/Microagugeramiento de la piel [260].

Subcisión Cutánea [261].

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

La mayoŕıa de los tratamientos para cicatrices de acné han presentado una limitada utilidad cĺınica

debido a la supresión incompleta de la enfermedad, operación intra-operativa deficiente, riesgo de con-

traer infecciones durante el tratamiento, fibrosis tisular, alteración anormal de la pigmentación, eritema

prolongada o bien reincidencia de la enfermedad [264]. Las ciruǵıas láser, que aunque desde hace años su

uso ya esta estandarizado, aún presentan ciertas incógnitas en cuanto a sus efectos, es decir, es necesario

establecer una valoración cĺınica de la efectividad del tratamiento y de sus mecanismos, ya que los cambios

microscópicos en las lesiones y en las zonas cercanas son dif́ıciles de evaluar debido a las múltiples biopsias

requeridas, resultando en una gran alteración de la zona de interés [265] donde podŕıa presentarse algún

relapso de la enfermedad e inclusive se podŕıa originar otra enfermedad mas seria. El mecanismo deseado

para el tratamiento de las cicatrices de acné es la estimulación de los fibroblastos y la regeneración de

colágeno o elastina en el tejido dañado como resultado del acné [257]. Existen dos tipos de modalidades

para efectuar una ciruǵıa láser, las cuáles dependen del tipo de láser utilizado:

Ciruǵıa Láser Ablativa: Se basa en el efecto de Ablación para remover parte de un tejido por

medio de la vaporización de ĺıquidos. Entre sus aplicaciones médicas se encuentra el rejuvenecimien-

to cutáneo (ASR, por sus siglas en inglés, Ablative Skin Remodeling), el tratamiento para cicatrices

hipertópicas con alta efectividad debido a la vaporización de tejidos. En esta modalidad se uti-

lizan láseres de Dióxido de Carbono (CO2) y de Granate de Itrio y Aluminio Dopado con Erbio

(Erg:YAG). Sus desventajas son la presencia de altos niveles de dolor durante la ciruǵıa, alto periodo

de recuperación y el eritema prolongado [266].

Remodelación Dérmica No-Ablativa (NDR, por sus siglas en inglés, Non-Ablative Der-

mal Remodeling): Es la alternativa a el rejuvenecimiento cutáneo ablativo. En este abordaje se

busca impactar el tejido dérmico sin dañar la capa de la epidermis. Su principal desventaja es la

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

Los láseres de CO2 se caracterizan por elevar el agua a una alta temperatura debido a la alta absorción

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 regeneración de colágeno y reforzamiento de las capas de la piel. Operan a una

longitud de onda de λ = 10.6µm la cuál es absorbida en su totalidad por el agua. Cuando se tiene un

incide un pulso de 1ms, la profundidad de la penetración del tejido vaporizado será de 20 − 30µm por

pulso, obteniendo una reducción en el daño térmico de 100 − 150µm sobre la superficie del tejido. Una

optimización a la ciruǵıa láser es la llamada Fototermólisis, la cuál consiste en aplicar la radiación laser en

patrones de arreglos microscópicos (MTZ, por sus siglas en inglés, Micro Thermal Zones) [268, 258, 269]

(Figura 4.2).
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Figura 4.2: (Izquierda) Ciruǵıa láser ablativa: Se obtiene una desmembración total de la piel, removiendo
las capas de la epidermis y la dermis dando origen a el proceso de regeneración de la piel. (Centro) Ciruǵıa
láser no-ablativa: La capa de la epidermis permanece intacta mientras que los efectos térmicos se dan en la
capa de la dermis. (Derecha) Fototermólisis: Las micro zonas térmicas garantizan una mejor recuperación
epidérmica debido a las pequeñas cicatrices inducidas por el láser [268].

Las aplicaciones láser en la medicina están basadas en el principio de Fototermólisis 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 daño por radiación térmica a objetivos

espećıficos a nivel celular, ultra estructural, o tisular. La fototermólisis depende de la absorción selectiva

de pequeños pulsos de radiación para generar y confinar enerǵıa térmica en los tejidos objetivo. Los tejidos

cercanos a los objetivos no se ven afectados por la radiación, reduciendo la fibrosis no deseada. El principal

requerimiento es que los tejidos objetivo tengan un coeficiente de absorción mayor que los tejidos cercanos,

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

El láser de CO2 fue propuesto teóricamente en 1964 por C. Kumar N. Patel [271] y ese mismo año

fue presentado experimentalmente en los Laboratorios Bell [272]. Fue hasta que Issac Kaplan realizó

numerosos estudios, cuando su uso se estandarizo en diversas áreas de la medicina, principalmente en la

dermatoloǵıa [273, 274]. Este tipo de láser toma su nombre debido a que un gas compuesto de moléculas

de CO2 es estimulado para emitir luz coherente dentro del lejano infrarrojo (9−11µm), siendo la longitud

de onda de 10.6µm 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 CO2 en una relación de 5 : 1 [70].

Los efectos del láser dependen de las propiedades ópticas de los tejidos y del tiempo de exposición

a la radiación. En aplicaciones médicas, el uso del láser de CO2 esta caracterizado por el alto nivel de
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absorción que presentan los tejidos a una longitud de onda de 10.6µm, debido a su alto contenido de agua.

Por lo tanto, la penetración de la radiación láser no es tan profunda y la enerǵıa absorbida resulta en

efectos de vaporización o carbonización del tejido. Si se tienen tiempos de incidencia mayores a 1ms se

producen efectos térmicos utilizados para procesos de coagulación, mientras que si se tienen tiempos de

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

En la medicina, el láser de CO2 tiene aplicaciones en dentro de la ciruǵıa general y la ciruǵıa plástica, y

en diversas especialidades como la en dermatoloǵıa, ginecoloǵıa y otorrinolaringoloǵıa. En la dermatoloǵıa,

su uso se considera como el estándar de oro para las cicatrices atópicas de acné, el rejuvenecimiento y

restauración de la piel [275, 276, 277]. A pesar de su efectividad, la ciruǵıa láser CO2 tiene deficiencias

que cada vez mas han limitado su uso en la práctica médica ya que son inaceptables para la mayoŕıa de

los pacientes [277, 278]:

Alto tiempo de recuperación de la ciruǵıa láser y sensación de quemadura despues de la ciruǵıa.

Hinchazón.

Eritema prolongada.

Hiperpigmentación post-inflamatoria.

Hipo-pigmentación.

Cicatrices.

Edema é Infecciones.

Tomando en cuenta las deficiencias de la ciruǵıa láser CO2, en 2004 Dieter Manstein et Al. propusie-

ron una nueva modalidad dentro de la ciruǵıa láser ablativa al introducir el concepto de Fototermólisis

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 cicatrización de las heridas ocasionadas por la radiación

láser 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 caracteŕısticas del tejido a tratar para ajustar el nivel

de tratamiento por radiación láser. La Ciruǵıa Láser Fraccional Ablativa CO2 (AFLS CO2 ) combina los

efectos de ablación de una ciruǵıa CO2 convencional con la modalidad de la fototermolisis fraccional como

un tratamiento seguro y efectivo [278].

La Ciruǵıa Láser Fraccional Ablativa (AFLS) es ampliamente utilizada en el campo de la medicina ya

que es capaz de reducir traumas debido a la exposición de radiación en un corto periodo de tiempo [279]. La

Isotretinoina se ha considerado durante varias décadas como el estándar de oro, , principalmente debido
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a sus propiedades anti-inflamatorias, para el tratamiento de acné nódulo qúıstico 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 ciruǵıa AFLS con isotretinoina oral, es posible observar una mejora

en las zonas con presencia de cicatrices del acné en un corto peŕıodo de tiempo sin resurgimiento del acné

o efectos adversos sobre la piel resurgida [281, 282, 283, 284] por medio del incremento de la śıntesis de

colágeno en la piel y por la mejora del proceso de cicatrización de la lesión ocasionada por la ciruǵıa láser.

Sin embargo, a pesar de ser considerada una optimización a la ciruǵıa láser convencional, la ciruǵıa láser

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 número de muestras utilizado en estudios reportados, falta de análisis cuantitativos ya que la

evaluación de la eficacia depende exclusivamente de criterios basados en la experiencia del dermatólogo

para valorar el estado de las cicatrices, y principalmente, que no existen evidencias histológicas del proceso

de cicatrización de las heridas [285, 286].

4.3. Regeneración de la Piel

La Regeneración de la Piel tiene como objetivo restaurar a una apariencia sana la piel que ha sufri-

do daños por la presencia de alguna enfermedad, tratamiento inadecuado de heridas, factores genéticos

hereditarios, o bien por exposición a la radiación solar. Para llevar a cabo la regeneración de la piel es

necesario emplear diferentes herramientas quirúrgicas y no quirúrgicas dependiendo del estado de la piel

bajo análisis. 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 regeneración de la piel aumentara

exponencialmente desde hace aproximadamente 20 años, de acuerdo a la Sociedad Americana de Ciruǵıa

Láser Estética [287]. Entre mas utilizadas para regeneración de la piel se encuentran la terapia de luz

pulsada y la ciruǵıa láser, considerada ya un estándar para este tipo de tratamientos.

Desde su introducción en 2004 por Manstein [268], la ciruǵıa láser fraccional ablativa (AFLS) CO2

se ha utilizado para la regeneración de la piel, debido a su alta efectividad y rápida cicatrización de

heridas. Basada en el principio de fototermólisis, la AFLS se utiliza para el tratamiento de cicatrices de

acné, debido a la regeneración de colágeno, 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, aśı como infecciones debido a la

prolongación de las eritema o edemas inducidas por el láser. Entre los tratamientos estudiados se encuentra

la isotretinoina oral [290, 38], gluco-corticoides, células STEM, plaquetas ricas en plasma, terapia con luz

pulsada, radiación por radiofrecuencia o incisiones subcutáneas [291]. En la Figura 4.3 se observa una

biopsia de la piel bajo una ciruǵıa láser como tratamiento para cicatrices de acné. En dicha figura se
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puede apreciar la regeneración inducida por los efectos de la AFLS, haciendo énfasis en la regeneración y

remodelización de colágenos, las cuáles se observan en un periodo de un mes después de haberse realizado

la ciruǵıa láser. Dicho estudio fue realizado por Walia y Alster [292] con el objetivo de estimar los efectos

cĺınicos e histológicos de la ciruǵıa láser ablativa como tratamiento de cicatrices de acné.

Figura 4.3: Biopsia donde se muestra el proceso de la regeneración 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 ciruǵıa
láser, los efectos de la ablación se pueden observar en la epidermis (C) Biopsia tomada 6 meses después
de la ciruǵıa láser, en donde se observa la regeneración de colágeno. (D) Finalmente, después de 12 meses,
la remodelización de colágeno se observa.

A diferencia del estudio presentado por Walia y Alster, en esta tesis se planteo como objetivo estudiar

de forma objetiva la regeneración de colágeno en la piel después de haber sido sometida a una ciruǵıa

láser, de forma no-invasiva, es decir, sin necesidad de emplear a la biopsia como estándar en el diagnóstico.

Los resultados se pudieron realizar de forma cuantitativa utilizando técnicas de aprendizaje automático

para estimar de forma objetiva la regeneración de la piel y diferentes procesos relacionados a ella. La

regeneración de colágeno es de principal interés, por lo tanto no fue necesario realizar mas mediciones de

seguimiento, que es donde la remodelización de los colágenos se puede observar.
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4.4. Monitoreo de los Incrementos de Temperatura Inducidos
por la Ciruǵıa Láser Fraccional Ablativa utilizando Image-
noloǵıa por Termograf́ıa Infrarroja Digital

Actualmente se ha estandarizado el uso de la ciruǵıa láser fraccional ablativa (AFLS) como tratamiento

para enfermedades de la piel, como las cicatrices de acné. Además, al combinarse con otros tratamientos,

es posible observar una mayor efectividad en la supresión de la enfermedad al utilizar otros tratamientos o

terapias complementarias. Como se estableció en las secciones 1.2.1 y 4.2, entre las principales aplicaciones

de la AFLS están la regeneración y el rejuvenecimiento de la piel, por medio de la producción estimulada

y remodelación de colágenos, elastina y otras protéınas relacionadas a través de los mecanismos de la

fototermolisis [270, 72, 293, 294, 295]. A pesar de contar con estas ventajas, aun existen múltiples 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 biológico de

forma individualizada y no-invasiva [286]. De esta forma las herramientas de la óptica biomédica pueden

utilizarse para cubrir estos requerimientos, principalmente utilizando técnicas de espectroscoṕıa e ima-

genoloǵıa. Con el objetivo de monitorear y valorar los efectos inducidos por las interacciones luz/tejido

en una aplicación médica, se diseño un estudio cĺınico utilizando una ciruǵıa AFLS como tratamiento

para cicatrices de acné con la espectroscoṕıa Raman (RS) para monitorear la presencia y regeneración

de las protéınas clave para la regeneración de la piel (en particular los colágenos tipo I, III, IV y V ), la

espectroscoṕıa de reflectancia difusa (DRS) para la evaluación de la pigmentación y el eritema inducido

por la AFLS, y finalmente la imagenoloǵıa por termograf́ıa 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 cĺınico propuesto, nueve pacientes con cicatrices de acné se sometieron a una AFLS

después de terminar un tratamiento de isotretinoina oral a dosis terapéuticas. La selección de los pacientes

se llevo a cabo siguiendo un criterio de exclusión el cuál indicaba tendencia keloidal, presencia activa de

acné, embarazo e inmunosupresión [101, 223]. La AFLS se llevó a cabo utilizando un sistema Lutronic

eCO2 con una longitud de onda de 10.6µm, enerǵıa por pulso de 120− 140mJ/MTZ, densidad de 100−

125spots/cm2 y una potencia óptica de 25− 30mW por paciente (Figura 4.4). Todos los pacientes fueron

informados acerca del estudio cĺınico propuesto y firmaron un informe de aceptación para participar en

dicho estudio. Al finalizar la ciruǵıa láser fraccional ablativa, se requirió que los pacientes siguieran las

indicaciones establecidas por el personal dermatológico, con el objetivo de poder realizar el seguimiento y

la valoración de forma adecuada.
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Figura 4.4: Sistema láser Lutronic eCO2 utilizado para la AFLS. El láser fue irradiado sobre la piel de los
pacientes con un patrón de forma rectangular.

Previo al análisis espectroscópico de la regeneración de la piel, se realizaron mediciones de termograf́ıa

infrarroja (DITI) en un solo paciente durante la sesión 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 información

valiosa acerca de la regeneración de las protéınas de interés que se discutirá en secciones posteriores. Es de

vital importancia mencionar que para realizar las mediciones DITI es necesario utilizar protección ocular

y en el equipo DITI debido a la alta enerǵıa generada en cada colisión del láser con la piel. Por medida de

precaución es crucial contar con la gúıa de personal experimentado tanto en el área dermatológica como

en el área óptica-electrónica.

Como primer resultado se observó 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 distribución uniforme en la zona facial de los pacientes (Figura 4.5.A). Al

finalizar la ciruǵıa se realizó una sesión para la valoración del tratamiento un mes después de la AFLS,

observándose una clara reducción 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 ningún paciente.

Las mediciones DITI se realizaron utilizando un sistema de imagenoloǵıa, mejor conocido como cámara

infrarroja, modelo FLIR T600 con una resolución de 320x249 micro bolómetros sin enfriamiento, sensibi-

lidad térmica de 0.005°C, rango de temperaturas de −120− 1200°C, rango espectral de 7.5− 13µm y una

configuración de emisividad de 0.98 (Figura 4.6). Las mediciones se realizaron siempre guardando una

alta precaución para el personal técnico, el equipo de medición y sobre todo, de los pacientes, siempre con

la gúıa de personal experimentado.

Figura 4.6: Cámara infrarroja FLIR T600.
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Antes de realizar la AFLS se utilizó una solución salina para remover la suciedad ambiental de los

pacientes. La primera sesión de mediciones ópticas se realizó 10 minutos antes de iniciar la AFLS. Las

zonas de interés fueron las superficies faciales donde se encontraba la mayor distribución de cicatrices de

acné, en todos los pacientes se observó una mayor concentración en las zonas de las mejillas, siendo estas

zonas donde se utilizó una mayor potencia óptica y enerǵıa. En menor medida, se observó una presencia

de la enfermedad en zonas como la frente y la barbilla (Figura 4.7). Además, es posible observar un patrón

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

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 ciruǵıa los termogramas se tomaron manteniendo el enfoque del equipo protegido de los

efectos de la radiación desprendida por el láser, resultando en incrementos de temperatura en las zonas

incididas por el láser. Previo a la AFLS, los pacientes fueron colocados en un espacio diseñado para

realizar teraṕıas dermatológicas donde se les dio instrucciones de permanecer con los ojos cubiertos y en

estado de relajación con el fin de mantener la temperatura observada durante la medición PS (Figura

4.8.A). Eventualmente se incidió el láser en las zonas con presencia de acné realizando variaciones en la

potencia dependiendo de la severidad de la lesión. Fue en esta etapa donde se observó un incremento

considerable en la temperatura de la superficie facial como efecto del láser y por la reacción instantánea

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 cámara termográfica y sobre todo para el operario.

Finalmente, se realizó una última medición final 10 minutos después de finalizar la AFLS, donde se

observó un decremento en la temperatura de los pacientes, con el objetivo de descartar los incrementos

que pudieran haber sido ocasionados por la reacción nerviosa del paciente al ser sometido a una AFLS

(Figura 4.8.C). Al finalizar la sesión todos los pacientes recibieron instrucciones de guardar reposo, evitar

la exposición al sol y evitar el uso de irritantes para la piel como fragancias, maquillaje, etc. durante una

semana, tras la cuál se realizaŕıa una medición de seguimiento la cual se utilizó como herramienta para

la valoración dermatológica.
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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 realizó un seguimiento a los pacientes, los cuales mostraron un patrón

térmico similar al observado en la medición previa a la AFLS. Aunque transcurrió un lapso considerable

de tiempo, considerado como el indicado para observar la regeneración de la piel, aun fue posible observar

la presencia de las cicatrices de acné en las zonas mas afectadas y además se observó la presencia de un

eritema en las zonas que fueron irradiadas con el láser, principalmente por la potencia óptica variable

que fue aplicada en cada zona. En la zona de las mejillas se observó la mayor presencia de las cicatrices

de acné, por lo tanto se realizó un énfasis en el análisis 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 láser fue menor, resultando en una total supresión de la enfermedad observada durante el

primer seguimiento, además 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 aún evitando la exposición al sol y el uso de sustancias irritantes para la piel. Mas adelante se

discutirá acerca de la viabilidad de esta medición a partir del análisis de patrones térmicos en cada una

de las zonas analizadas.

Figura 4.9: Termogramas adquiridos durante el seguimiento a la AFLS, donde se puede observar un patrón
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 valoración de la AFLS

para cicatrices de acné, se realizó una última medición un mes después de la AFLS. A diferencia de la

medición anterior (FU), durante el segundo seguimiento (FU2) se observó una erradicación total de la

presencia de cicatrices de acné en las zonas de interés. Las temperaturas observadas mostraron un patrón

ligeramente mayor que el observado durante la medición de la pre-ciruǵıa (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 medición. Es en esta mejilla donde la presencia de las cicatrices de acné fue aun mas intensa, por

lo tanto la potencia óptica aplicada fue mayor y el tiempo de recuperación tendŕıa 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 observó algún cambio

significativo con respecto al primer seguimiento (Figura 4.10.C), por lo tanto se consideró descartar la

medición del primer seguimiento para los subsecuentes estudios.

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 observó el in-

cremento de temperatura buscado en la medición 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-

ción de control, durante la medición 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-Ciruǵıa Ciruǵıa 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: Comparación 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 variación durante la medición PS debido a que la presencia

de las cicatrices de acné era variable en cada zona. Durante la medición S se observó el incremento de

temperatura buscado, el cuál se abordara mas adelante. Para la medición FU la variación de los scores

térmicos se redujo de forma considerable debido a el proceso de regeneración de la piel inducido por

la fototermolisis. Finalmente durante la medición FU2 se volvió a observar una variación en los scores

térmicos, indicando aśı que la distribución térmica se hab́ıa estabilizado, mostrando temperaturas variables

en cada zona analizada. En el Caṕıtulo 5 se abordara mas a detalle este resultado con un estudio similar

(Sección5.4). 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 óptica y la enerǵıa aplicada fueron mayores en comparación

con la barbilla y la frente, donde fueron mı́nimas debido a la casi nula presencia de cicatrices de acné.

Además en estas zonas la variación de temperatura fue prácticamente nula, por lo tanto es conveniente

descartarlas para los siguientes estudios.

El patrón térmico facial ha sido utilizado como referencia en el uso de la DITI como herramienta
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no-invasiva para el diagnóstico 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 regeneración

de la piel mas pronunciada, en secciones posteriores se presentaran los análisis de estas zonas utilizando

técnicas espectroscópicas.

4.5. Valoración de la Piel Regenerada por medio de Espectros-
coṕıa Raman In Vivo

Con el objetivo de realizar un análisis mas profundo y exacto acerca del estado y la composición de la

piel regenerada, se requirió de un estudio basado en las interacciones luz/tejido. La espectroscoṕıa Raman

(RS), es una técnica utilizada para obtener información molecular de la muestra bajo análisis, 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 diagnóstico no-invasivo de enfermedades de la piel, monitoreo

de la hidratación de la piel y valoración de tejidos canceŕıgenos [38], aśı como para la caracterización

de materiales, la detección de sustancias iĺıcictas [223]. Diferentes técnicas de machine learning se han

utilizado para el análisis de datos espectroscópicos, principalmente para la reducción, la clasificación, la

discriminación y la correlación 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 información previa acerca de los datos o de los resultados

esperados, ó como Aprendizaje Reforzado donde se busca optimizar un análisis previo. Partiendo de los

resultados del análisis DITI del patrón 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 exclusión y una configuración del sistema láser, como se planteo en la sección 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 láser de CO2 a una temperatura ambiente utilizando un

sistema Raman portátil modelo Ocean Optics IDRaman Mini con una longitud de onda de 785nm, rango

espectral de 850 − 1800cm−1, rango de longitudes de onda de 810 − 957nm, resolución espectral de

8cm−1, potencia óptica de 100mW (50mW sobre la muestra) y una relación señal a ruido (SNR) de

1000 : 1 (Figura 4.12). La fuente de luz del equipo Raman es un diodo láser clase B con una irradiancia

cuyos parámetros cumplen los requerimientos establecidos bajo el estándar ANSI Z136.1 para uso in-vivo.

Previamente, se analizo la viabilidad del uso de este dispositivo portátil para aplicaciones médicas en

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

Al finalizar el experimento, es decir durante la valoración del tratamiento, se volvieron a tomar es-

pectros Raman en las mismas zonas que fueron irradiadas con el láser, 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 regeneración de la piel con RS.

Para el procesamiento de datos espectroscópicos se utilizó 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 normalización utilizando el área bajo la curva de los espectros y una etapa de truncación

para reducir la variabilidad de las mediciones debido a los artefactos de movimiento de los pacientes y el

personal encargado de tomar las muestras, aśı como la interferencia de rayos cósmicos. Para las etapas de

pre-procesado, procesado y análisis de datos se utilizaron las herramientas MATLAB 2018b y MATLAB

Online, ambas propiedad de The MathWorks Inc. El conjunto de datos (dataset) obtenido consistió de

36 espectros Raman, el cuál 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 ubicación aproximada de las bandas relacionadas a los espectros de los colágenos, presentadas
en el Caṕıtulo 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 estad́ısticamente significativa

entre los espectros. De acuerdo a lo establecido en la Tabla 3.1 de la Sección 3, se tiene una referencia de los

componentes del espectro Raman de la piel, el cuál 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

análisis. 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 colágeno: 940, 1003, 1248, 1269, 1454 y 1665cm−1.

Para otras aplicaciones, como la caracterización de materiales in situ o la detección de sustancias in

vitro, es común contar con un análisis cualitativo de espectros Raman y en estudios mas recientes, utilizar

nanoestructuras para amplificar la señal Raman del material y de esta forma encontrar la composición

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 análisis mas preciso.
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En las Secciones 3 y 4.3 se definieron las protéınas de interés que juegan un papel importante en el

proceso de regeneración de la piel inducido por una AFLS, además se propuso el uso de técnicas no-

invasivas de la óptica biomédica para valorar los mecanismos de la regeneración de la piel. Las protéınas

propuestas como referencias para el análisis Raman son los colágenos 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 colágenos con sus

respectivas bandas caracteŕısticas.

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

Como primera aproximación se realizó un análisis estad́ıstico utilizando las bandas observadas en los

colágenos en los espectros de la pre-ciruǵıa (PS) y el seguimiento (FU), conocido como Análisis de Perfil

de Bandas (BPA por sus siglas en inglés Band Profile Analysis). Dicha aproximación 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 hipótesis nula de que ambas intensidades provienen de espectros de la misma clase contra

la hipótesis 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−1 mostró una diferencia estádisticamente

significativa con un valor p = 0.0483. Dicha banda fue observada en los espectros de los colágenos tipo

I y V, y corresponde a al enlace δ(CH). En la Figura 4.13 se observa que dicha banda presenta una

mayor intensidad en la medición FU, por lo tanto se puede considerar como el primer biomarcador de

interés, pero debido a la relativamente pequeño tamaño de la muestra, y al hecho de que no se observaron

diferencias estad́ısticamente significativas en las demas bandas, el BPA no puede considerarse como una

herramienta viable para estudiar la regeneración de la piel de forma in vivo.

Figura 4.15: Análisis de las bandas observadas en los espectros Raman de la piel antes (PS) y después
(FU) de la AFLS.

Como segunda aproximación, se realizó un Análisis de Correlación Lineal (LCA, por sus siglas en

inglés, Linear Correlation Analysis) entre los espectros de los colágenos in vitro y los espectros de los

pacientes in vivo. Esta aproximación fue empleada anteriormente por González et Al. 2011 para la detec-

ción de filagrina en pacientes con dermatitis atópica [93], permitiendo aśı la posibilidad de cuantificar la

presencia de alguna protéına 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 Correlación 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 número de corrimientos Raman al cuál 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]:

Cj,patient =
∫
Sj(k)Spatient(k)dK√∫

[Sj(k)]2
√∫

[Spatient(k)]2
(4.1)

Donde Sj 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 colágenos, el NMF, la elastina y

la melanina y posteriormente se consideran los loadings del análisis de componentes principales (PCA).

Al ser considerados dos vectores, la similitud puede ser cuantificada por medio del coseno del ángulo que

hay entre ellos, de esta forma se obtiene la distancia y la dirección que existe entre ellos. Esta técnica es

común dentro de la ciencia y mineŕıa de datos y recientemente se ha empleado en el área de la óptica

biomédica, en particular con datos espectroscópicos [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

aśı la contribución de la protéına en cada etapa del experimento. Para validar el LCA fue necesario

analizar los espectros de la piel normal con cada uno de las protéınas medidas experimentalmente aśı

como utilizando espectros previamente reportados en la literatura. Se puede observar claramente una

correlación mas alta en el colágeno tipo IV debido a que los espectros de la piel sana fueron tomados en

la zona del flexural del codo, donde la presencia de glándulas es considerablemente mayor y de acuerdo a

la Sección 3.5, la presencia del colágeno tipo-IV es mayor en las zonas donde están localizadas este tipo

de glándulas.

Aunque es la protéına con mayor presencia en la piel, el LCA del colágeno tipo-I resulto en un valor

relativamente bajo en comparación con el colágeno tipo-4. De acuerdo a lo establecido por Nyugen et

Al. [227], al ser el colágeno tipo-I el principal constituyente de la piel, y el colágeno 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 medición Raman se componga de la contribución de ambos colágenos. Por otro lado, la

contribución del colágeno tipo-III mostró ser la mas baja de los colágenos analizados debido a que esta

co-localizada con el colágeno tipo-I pero en menor proporción. El colágeno tipo-V mostró un valor cercano

al del colágeno tipo-I, como se planteo en la Sección 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 colágenos se

encuentran distribuidos en diferente proporción sobre la piel (Figura 4.16). Este análisis, que originalmente
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fue utilizado como referencia para todos los estudios espectroscópicos de esta tesis, proporcionó una

validación de la contribución que tuvieron los espectros de las protéınas medidos experimentalmente con

los espectros de los pacientes. En la Figura 4.16 se observan los coeficientes de correlación entre los

espectros de los colágenos y los espectros de los pacientes.

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

El espectro del colágeno tipo-I fue el primero en ser analizado con los espectros con de las cicatrices de

acné, con la hipótesis de que su presencia seŕıa mayor después de la AFLS como efecto de la regeneración

de la piel. Se obtuvo coeficiente medio de correlación 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 colágeno tipo-I no se considera estad́ısticamente significativo. En la Figura 4.17.A se observan las

comparaciones entre los valores de correlación entre ambas mediciones, PS y FU para el colágeno tipo-

I, donde es posible observar un outlier en la medición FU. Se observa además, que ambas mediciones

mantienen valores cercanos. Esta homogeneidad esta directamente relacionada con el hecho de que el

colágeno tipo-I la protéına mas abundante en la piel, independientemente si existe una presencia de acné

o no, y el pequeño incremento observado es efecto del proceso de regeneración de la piel.
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Para el análisis del colágeno tipo-III se observó un decremento en el valor del LCA durante la medi-

ción FU, además de observarse la presencia de un outlier tanto en la medición PS como en la medición

FU (Figura 4.17.B). De acuerdo a lo establecido en la sección 3.4, el colágeno tipo-III es comúnmente

analizado junto con el colágeno 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 colágeno tipo-I, el resultado obtenido para el colágeno tipo-III tampoco es estádistica-

mente significativo (p = 0.37), aunque es importante observar como el grado de variación entre el rango

intercuart́ıl disminuye.

Por otro lado, al analizar el colágeno tipo-IV fue posible observar valores de correlación mas elevados

en comparación con los colágenos tipo I y III (Figura 4.17.C). Durante la medición PS se observó una

mayor variación en su rango intercuart́ıl, el cuál se redujo notablemente durante la medición FU . Se

observó además un incremento de 0.07±0.02 a 0.08±0.02, aunque sin significancia estádistica (p = 0.65),

el cuál esta relacionado con el proceso de cicatrización de las heridas inducidas por la AFLS, de acuerdo

a lo establecido en la sección 3.5.

Finalmente, en los valores LCA del colágeno tipo-V, se observó un pequeño incremento de 0.07± 0.02

a 0.08 ± 0.02 con un valor p = 0.65 y de igual forma que los colágenos anteriores, la variación se redujo

significativamente durante la medición FU (Figura 4.17.D). En la sección 3.6 se estableció que la presencia

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

Es importante mencionar que el LCA se realizó como un estudio individualizado sobre una pequeña

muestra, por lo tanto, se observan valores bajos para la presencia de los colágenos. Como se propuso en

un estudio previo [93], el LCA se puede emplear como una herramienta de análisis 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 protéına de referencia.

Al analizar los resultados obtenidos, se establece que LCA puede considerarse como una herramienta

para la cuantificación de protéınas que actúan como biomarcadores de enfermedades de la piel, indepen-

dientemente de la concentración de estas, la cuál no se considera en este trabajo, al ser la piel un medio

turbio con una distribución des-uniforme de protéınas.
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Figura 4.17: Coeficientes del LCA entre los espectros Raman de la piel con cicatrices de acné y el colágeno
(A) tipo-I, (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

espećıfica para cuantificar los cambios observados en los espectros Raman. El Análisis de Componentes

Principales (PCA, por sus siglas en inglés, Principal Components Analysis) es una técnica de análisis

multivariado empleada en el machine learning para la reducción y clasificación 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 śı [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 información del conjunto de datos original de

forma descendente, es decir el primer PC contiene mayor información que el PC2, que a su vez contendrá

mayor información del PC3 y aśı subsecuentemente. PCA proporciona diferentes resultados con los que

es posible simplificar el análisis de datos: La cantidad de información que contiene cada PC puede ser

observada en términos de la varianza, acumulada o independiente, en una gráfica conocida como Scree

Plot. La contribución de cada PC a el conjunto de datos puede observarse en una gráfica conocida como
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Score Plot, donde además es posible realizar inferencias acerca de la clasificación de las variables originales,

es dentro de esta gráfica donde se puede realizar un clasificador adicional que se presentará mas adelante.

Finalmente, los PC’s que se consideren mas relevantes pueden ser analizados en una gráfica 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 información del conjunto de datos original en un nuevo conjunto de

datos con menores dimensiones.

Simplificar la interpretación de la información del conjunto de datos original, al observar la contri-

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

Realizar una clasificación 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 MxN , donde M = 36

corresponde a los espectros Raman de mediciones in vivo de la piel, de los cuales 18 corresponden a la

medición de la pre-ciruǵıa y 18 corresponden a la medición 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−1. Al aplicar PCA al dataset original se obtuvieron tres resultados diferentes: una matŕız

de MxN donde M representa el número componentes principales, conocidos como Loadings, una matŕız

de MxM que contiene los coeficientes de la matŕız de transformación 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 dispersión o variación 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 reducción 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) ó individual (Figura

4.18B) en un scree plot. Aunque ambas representaciones proporcionan la misma información es reco-

mendable utilizar ambas ya que en ocasiones los PC’s que retienen la mayor variación posible no son

los óptimos para realizar una reducción de datos, por lo tanto es de vital importancia analizar cada PC

seleccionado de forma individual aśı 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 observó
una homogeneidad considerable en la mayoŕıa 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 cuáles PC’s son los que mejor pueden reducir el tamaño del conjunto de

datos origina, aśı como para clasificar las variables de interés contenidas en el conjunto de datos original.

Entre dichas métricas se pueden mencionar el análisis de correlación lineal, la distancia de Mahalanobis, la

distancia Euclideana, la similitud coseno, etc. En esta tesis se calculó la correlación 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 correlación calculada entre los espectros in vivo, los loadings

obtenidos en el análisis de componentes principales y los espectros in vitro de los colágenos. Los loadings

correspondientes al PC1 y PC3 fueron seleccionados de acuerdo a los coeficientes de correlación obtenidos:

0.75 entre la medición FU y el loading del PC1, y 0.51 entre la medición PS y el loading del PC3. Además

los espectros de los colágenos se volvieron a utilizar, calculando la correlación que hay entre cada uno

de los espectros con los loadings considerados los valores con mayor correlación obtenidos fueron 0.11

entre el colágeno tipo-I y el loading del PC2, 0.09 entre el colágeno tipo-III y el loading del PC3, 0.31

entre el colágeno tipo-IV y el loading del PC3 y 0.21 entre el colágeno tipo-V y el loading del PC2. Estos

resultados fueron menores en comparación con las mediciones in vivo, por lo tanto se determino utilizar

los espectros de los colágenos exclusivamente para evaluar la forma de los loadings seleccionados.
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Figura 4.19: Matriz de correlación lineales entre los espectros in vivo, los loadings obtenidos en el análisis
de componentes principales y los espectros in vitro de los colágenos.

El Score Plot es una gráfica donde se muestran los coeficientes de la transformación 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 contribución 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 transformación de datos originales a

los componentes principales (Figura 4.20). Idealmente se espera observar una separación de variables en

el score plot, de esta forma se puede considerar como una aproximación cualitativa mas intuitiva, aunque

menos precisa. Al observar el score plot del PC3 vs PC4 se puede apreciar como existe una separación entre

los espectros de la medición PS y la medición FU. Aunque se puede utilizar este análisis cualitativo para

la selección de PC’s, es recomendable utilizar otras técnicas cuantitativas mas precisas. Posteriormente se

utilizará el score plot para observar la correlación 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-ciruǵıa (PS) mientras que los marcadores en color azul representan a los espectros del seguimiento
(FU).

Al analizar cada score plot es posible observar la contribución que tiene cada PC en el dataset original,

además de que es posible realizar una clasificación preliminar de las variables originales, la cuál se realizará

posteriormente. En la Figura 4.20 se observa que es posible diferenciar entre ambas variables: marcadores

rojos para los espectros de la pre-ciruǵıa y azul para los espectros del seguimiento, dependiendo del PC

seleccionado por lo tanto se determino la correlación entre cada PC’s y los espectros originales, para la

selección de PC’s y posterior reducción de datos. Los valores obtenidos fueron una r = 0.29 entre el PC1

y la medición PS, r = 0.75 entre el PC1 y la medición FU, r = 0.51 entre el PC3 y la medición PS y

finalmente, r = 0.12 entre el PC3 y la medición 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 anaĺıticas donde se incluye la distancia de Mahalanobis ente el centroide de la gráfica 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 distribución 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 separación entre las mediciones

mediciones PS y FU. Añadiendo el etiquetado de los espectros a el score plot es posible observar cuál

espectro se aleja de la tendencia de su clase, por lo que puede ser clasificado erróneamente. Utilizando este

abordaje también es posible determinar cuál lesión presento una regeneración de las protéınas de interés

mencionadas anteriormente (Figura 4.21).

Figura 4.21: Score plot seleccionado para la reducción y clasificación de variables, en donde se observa la
distribución de las mediciones in vivo dentro del espacio de los PC’s.
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El Análisis Discriminante Cuadrático (QDA, por sus siglas en inglés, Quadratic Discriminant Analysis)

es una técnica utilizada para clasificación de variables, la cuál esta basada en la matriz de covarianza

entre cada clase, es decir PS y FU. La matriz de covarianza indica el grado de dispersión 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 optó por este tipo de análisis, el cuál 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 clasificación entre mediciones (Figura 4.22).

Figura 4.22: Abordaje PCA-QDA para la reducción y clasificación 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 erróneas entre las clases observadas, por lo tanto

fue necesario emplear una Matriz de Confusión para describir el rendimiento del clasificador QDA aplicado

al PCA. En dicha representación se analiza la clase verdadera, es decir, las mediciones realizadas, y la clase

predecida, la cuál representa la predicción en la cuál esta basada el clasificador cuadrático (Figura 4.23).

La interpretación 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 erróneamente

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

fueron clasificadas correctamente, mientras que 2 fueron clasificadas erróneamente.

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

A partir de esta representación, 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 número

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: FP = 2.

Falsos Negativos: FN = 16.

De acuerdo a los principios del clasificador binario, las clases de interés para este estudio fueron los

espectros obtenidos durante la pre-ciruǵıa (Clase Negativa) y durante el seguimiento (Clase Positiva). En

base a los resultados observados en la Figura 4.23 , ahora es posible definir los parámetros del clasificador,

los cuales se utilizan para evaluar su rendimiento. La Resolución (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 número total de los datos

observados, en este caso, el número 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 número total de clasificaciones correctas para ambas clases.

A la sensitividad también se le conoce como Razón de Verdaderos Positivos. Finalmente, la Especificidad

es el parámetro del clasificador utilizado para expresar el porcentaje de clasificaciones erróneas dividido

entre el número total de clasificaciones incorrectas. A este parámetro también se le conoce como Razón

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

Resolución (Accuracy).

Acc = TP + FN

TP + TN + FP + FN
= 0.6944→ 69.44 % (4.2)

Sensitividad (Sensitivity).

Sen = TP

TP + FN
= 0.36→ 36 % (4.3)

Especificidad (Specificity).

Sp = TN

TN + FP
= 0.8182→ 81.82 % (4.4)

Adicionalmente, es necesario expresar el Porcentaje de Error del clasificador, el cuál indica el número

total de clasificaciones incorrectas para ambas clases. Este parámetro es obtenido a partir de la Eq. 4.2

como:

Err = 1−Acc = 1− 0.75 = 0.3056→ 30.56 % (4.5)
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Dentro del machine learning es una práctica común utilizar métodos para evaluar el rendimiento de

un clasificador. Para estimar el rendimiento del clasificador QDA se utilizó un método de Validación

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 aproximación, los scores del PCA se consideraron como el conjunto de

datos a clasificar con un método de validación de 10-iteraciones obteniendo una resolución de 63.89 % y

un porcentaje de error de 36.11 %. De esta forma es posible utilizar los PC’s seleccionados para encontrar

la contribución de los espectros de las protéınas de referencia en los espectros de los pacientes en el espacio

de los componentes principales del conjunto de datos original.

Como aproximación final para el estudio de los efectos de la ciruǵıa láser fraccional ablativa (AFLS)

por medio de espectroscoṕıa Raman (RS) se analizó la correlación que existe entre los loadings de los

PC’s seleccionados y los espectros originales correspondientes a la piel. Dicha aproximación también esta

conformada por el análisis de componentes principales (PCA) para reducción y clasificación de variables,

el análisis cuadrático discriminante (QDA) para la clasificación de las variables de interés, aśı como

el análisis de correlación lineal (LCA), también conocido como Análisis de Correlación Coseno para

encontrar la similitud entre los loadings de los PC’s seleccionados con los espectros originales, de esta

forma se estableció un criterio de clasificación individualizada para los pacientes que se sometieron a una

AFLS. Este abordaje fue propuesto por Alda et Al. 2011 para la detección temprana y no-invasiva de

alergia al nickel [94] y su principal ventaja es que al añadir un nuevo espectro a el conjunto de datos, este

pueda ser automáticamente clasificado sin tener información previa acerca del estado de la piel, evitando

aśı la necesidad de realizar el estudio completo cada que se añada un nuevo espectro. Esta aproximación

PCA-QDA-LCA, originalmente propuesta para realizar un diagnóstico temprano de enfermedades de la

piel, es la principal propuesta de esta tesis como herramienta para la valoración de los efectos de ciruǵıas

basadas en la luz para enfermedades de la piel.

En el score plot de la Figura 4.24 se muestran los valores de correlación ente el PC1 y el PC1 con los

36 espectros in vivo de las cicatrices de acné. Al igual que la anterior aproximación con PCA, donde se

buscaba reducir variables de tal forma que pudiera apreciarse una separación de variables una vez realizada

una reducción de dimensiones, el análisis de discriminantes cuadrático (QDA) se volvió a emplear para

establecer un criterio de clasificación de acuerdo a el tipo de lesión. En dicha gráfica se puede observar

un patrón similar al de la Figura 4.22, donde se muestra el criterio de clasificación obtenido con QDA.

Al añadir un nuevo espectro a dicho análisis, este puede ser clasificado de forma efectiva de acuerdo a

sus caracteŕısticas espectrales. Dicha aproximación 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 confusión del QDA se obtuvieron los parámetros de clasificación del QDA,

aśı como los parámetros obtenidos para evaluar el rendimiento del clasificador utilizando una validación

cruzada de 10 iteraciones (10F-CV). En la Figura 4.25 se observa la matriz de confusión para la aproxima-

ción PCA-QDA-LCA, donde se observa un resultado ligeramente mayor al de la aproximación PCA-QDA,

esto debido a que los espectros originales son analizados, ahora en términos del resultado obtenido por el

PCA. Los parámetros obtenidos del clasificador QDA y su validación fueron:
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Resolución (Accuracy): 83.33 %.

Sensitividad (Sensitivity): 43.33 %.

Especificidad (Specificity): 83.33 %.

Resolución (10F-CV): 77.78 %.

Error (10F-CV): 22.22 %.

Figura 4.25: Matriz de Confusión para la aproximación PCA-QDA-LCA.

Retomando los espectros de los diferentes tipos de colágenos, ahora se buscó obtener una correlación

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-ciruǵıa y el seguimiento, los PC’s seleccionados

y los espectros de los colágenos.
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Figura 4.26: Análisis del Perfil de Bandas con los loadings de los PC1, PC2, PC3, PC4 y los espectros de
los colágenos. Las ĺıneas punteadas indican la posición de las bandas caracteŕısticas en los colágenos.

En la Figura 4.26 se puede observar como los PC’s seleccionados presentan las bandas observadas en

los espectros de los colágenos, principalmente con el espectro del colágeno tipo-I, el cuál es se mencionó

anteriormente, es la protéına con mayor presencia en la piel humana. A pesar de mostrar una mayor

cantidad de ruido, el colágeno tipo-IV también mostró diversas bandas que están presentes en los espectros

originales aśı como en los loadings de los PC’s. La contribución con el colágeno tipo-III es prácticamente

nula, y es solo apreciable en las bandas que están presentes en un rango de 900−1000cm−1. Por otro lado,

tomando el espectro del colágeno tipo-V, se observa solo una contribución en las bandas de 900cm−1 y

1460cm−1. Las bandas de interés y sus respectivas asignaciones, aśı como los espectros de los colágenos

donde son observadas dichas bandas se muestran en la Tabla 4.2. La asignación de cada banda se realizó

en base a los trabajos de espectroscoṕıa Raman en la piel previamente reportados en la literatura, aśı

como en notas técnicas provenientes de los fabricantes de equipos Raman para aplicaciones médicas. Es

importante mencionar que la selección de bandas se realizó tomando exclusivamente las bandas observadas

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

Bandas de Interés (cm−1) Colágeno Asignación
895 I, III, V Melanina [310]
933 I, III, IV υ(CC) pralina, valina [311]
1000 IV υ(C-C) phenylalanine [311]
1076 IV υ(CC) skeletal
1352 I, IV Melanina [98]
1423 I Proteins, lipids, CH2 scissoring [311]
1440 I, V δ(CH) proteins and lipids [311, 312]
1662 IV Amida I, υ(C=0) α− helix [313]
1735 V Amida I υ(C=O) [311]

Como complemento a la aproximación PCA-QDA-LCA, se utilizó de nueva cuenta el análisis de corre-

lación 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 caracteŕısticas observadas en los loa-

dings con las bandas caracteŕısticas observadas en los espectros de referencia, de forma similar al estudio

realizado por González et Al 2011 para la detección temprana de dermatitis atópica [92]. Los resultados de

dicha aproximación se muestran en la Tabla 4.3. En comparación con el LCA con los espectros originales,

se observan valores similares para todos los colágenos. De esta forma se puede concluir que los colágenos

tienen una regeneración 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 colágenos con los loadings de los PC’s seleccionados.

Protéına 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 finalizó el estudio de espectroscoṕıa Raman para detectar la presencia de biomarcado-

res relacionados a el proceso de regeneración de la piel por efectos inducidos de la ciruǵıa láser fraccional

ablativa (AFLS). Los resultados obtenidos fueron satisfactorios ya que se obtuvo una reducción total en

la presencia de las cicatrices de acné al final del estudio. De forma cuantitativa, se observó una similitud

considerable entre los espectros de los paciente y los espectros de los colágenos medidos experimentalmen-

te al utilizar el análisis de correlación lineal (LCA). Posteriormente, fue de gran interés como se observó
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una separación de variables al implementar el análisis de componentes principales (PCA), el cuál se hab́ıa

propuesto originalmente para realizar exclusivamente una reducción de variables. Con este resultado, se

requirió de la implementación de un análisis de discriminantes cuadrático (QDA) para poder establecer

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

Al profundizar en los resultados obtenidos, se obtuvo una combinación de técnicas (PCA-QDA-LCA)

la cuál es el resultado central de esta tesis. De esta forma se establece que la espectroscoṕıa Raman

es una técnica que puede utilizarse efectivamente como herramienta para monitoreo de enfermedades

dermatológicas, aśı como para la valoración de sus respectivos tratamientos.

4.6. Clasificación y Discriminación de Cicatrices de Acné utili-
zando Mediciones de Espectroscoṕıa de Reflectancia Difusa
In Vivo

Una vez realizados los estudios para el monitoreo y evaluación de la piel regenerada, fue necesario

evaluar el proceso de cicatrización de la lesión por medio del eritema inducido por la AFLS. Al utilizar

un láser de alta enerǵıa, la piel bajo el tratamiento de la AFLS sufrió una lesión que, con el cuidado

apropiado, fue disminuyendo. Como medición complementaria a las técnicas DITI y RS, se realizaron

mediciones de espectroscoṕıa de reflectancia difusa (DRS) para valorar la evolución del eritema de forma

in vivo en la superficie facial de los pacientes, de esta forma, la cicatrización de la herida se pudo validar

de forma cuantitativa y no-invasiva.

Durante la medición PS se obtuvieron 20 espectros y durante la medición FU se obtuvieron 24 espectros

cubriendo las zonas del visible (VIS) y del cercano infrarrojo (NIR) del espectro electromagnético. El

equipo utilizado fue un espectrómetro Ocean Optics Jaz, el cuál tiene integrada una fuente de iluminación

de tungsteno-halógeno con un rango espectral de 450− 1100nm, relación señal a ruido (SNR) de 250 : 1

y una resolución óptica (FWHM) de 1.3nm (Figura 4.27) utilizando como gúıa de iluminación una sonda

bifurcada Ocean Optics R400− 7− V IS −NIR cuyo rango optico es de 400nm− 2.1µm. Como primera

aproximación se utillizaron las mismas técnicas planteadas en la sección 4.5, utilizando un análisis de

componentes principales (PCA) y un análisis de discriminantes lineal (LDA) para reducción y clasificación

de datos. Para esta aproximación el interés fue exclusivamente establecer una clasificación de los espectros

y aśı poder justificar el estudio de los indices de melanina y del eritema inducido por la AFLS.

76



Figura 4.27: Espectrómetro Ocean Optics Jaz.

El pre-procesado de los espectros DRS se llevo a cabo utilizando la metodoloǵıa propuesta por González

et Al. [60], para estandarizar de espectros al utilizar una medición de referencia y una medición del ruido

del detector. Además, se incluyó una etapa de filtrado utilizando filtro digital Savitzky-Golay, detección y

eliminación de outliers, aśı como una etapa de normalización utilizando el área 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 espectrómetro 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 señal obtenida se verá ordenes

de magnitud menor que la señal 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 medición del blanco estandard a

90 deg de la superficie del blanco, posteriormente se realizó la medición del ruido del detector. Posterior-

mente se volvió a colocar la sonda óptica a 90 deg sobre la superficie de la muestra durante 30min para

estabilizar las mediciones del detector. Durante la etapa de estabilización se tomaron espectros cada 5

min y se almacenaron para una posible corrección en la normalización, 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 DITI (sección 4.4) y RS (sección 4.5) de las cicatrices de acné

bajo tratamiento con una AFLS.

77



Figura 4.28: Espectro DRS de la piel sana.

El espectro de la piel sana muestra un bajo grado de variación, mucho menor a los espectros analizados

para este estudio, que se presentaran mas adelante. Dicha variación observada es a consecuencia de la

selección de la zona de adquisición, en donde se tomo la superficie superior del antebrazo, cerca de la región

de la axila, a diferencia que el estudio de la sección anterior, donde se tomó la superficie del flexural del

codo. A diferencia de la espectroscoṕıa Raman, las mediciones de reflectancia difusa si pueden presentar

contribuciones de las venas, sudoración, etc. Por dicha razón, los espectros de control se excluyeron del

análisis. Los espectros obtenidos se muestran en la Figura 4.29, donde se observa una clara diferencia

entre la pre-ciruǵıa y el seguimiento, espećıficamente en el rango de 400− 600nm, el cuál 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 estad́ısticamente significativa de p = 4.82e−7.
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Figura 4.29: Espectros DRS para la pre-ciruǵıa (PS) y el seguimiento (FU).

Para establecer una diferencia mas precisa de los espectros, se realizó un análisis de componentes

principales (PCA) para reducción de datos combinado con un análisis discriminante lineal (LDA) para

la clasificación 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 análisis 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 región del visible y en la región del cercano infrarrojo la

diferencia es prácticamente nula, por lo tanto, con los PC’s seleccionados se busca trabajar con esta

variación 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 medición proporciona información menos espećıfica que la espectroscoṕıa Raman, donde se

analizan vibraciones a nivel molecular. En la DRS se analizan las caracteristicas de la muestra en función

de la longitud de onda que incide sobre ella, por lo tanto, el espectro DRS es mas amplio, mostrando

bandas espećıficas 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 separación de variables, la cuál se

pudo comprobar al añadir una clasificación con LDA (Figura 4.31). Esta aproximación es similar a la que

se presento en la sección 4.5, con la diferencia de que se busca determinar un monitorear la presencia

de la melanina, la cuál incrementa en la zona donde se ubica el eritema inducido por la AFLS, para

posteriormente mostrar un decremento considerable como efecto de la regeneración de la piel. En una

primera instancia se consideró adquirir un espectro del eritema directamente sobre la piel en un instante

de tiempo mı́nimo tras el cuál se efectuó la AFLS, pero por cuidado y precaución del paciente, dicha

medición no pudo efectuarse. Complicando aún mas la medición, durante un seguimiento realizado una

semana y media después, el eritema hab́ıa desaparecido prácticamente, aunque varios pacientes analizados

continuaban presentando sensación de dolor en la zonas irradiadas, por lo tanto, dicha medición tampoco

pudo ser realizada. Por lo tanto, con la medición de seguimiento realizada un mes después de la AFLS

se buscó caracterizar la reducción del eritema, el cuál desapareció en todos los pacientes analizados y fue

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

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

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

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

ser nula la variación en dicha zona, los loadings muestran la misma información. En la zona de interés,

se observan bandas en 412, 431, 447, 487, 544, 585, 612cm−1 en el PC1, dichas bandas están directamente

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

en 432, 533, 573cm−1 y otras en 360, 367, 385cm−1 las cuales se encuentran en el rango del UV y no son

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

Al integrar el análisis de discriminantes cuadrático se estableció un criterio para la separación y clasi-

ficación de las zonas con cicatrices donde se incidió el láser (Figura 4.33). Debido a la notable separación

observada, se consideró el uso de un Análisis 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 patrón similar a un LDA

para la clasificación de variables. De los 20 espectros obtenidos para la medición de la pre-ciruǵıa (PS),

1 fue clasificado erroneamente y de los 24 espectros obtenidos para la medición de seguimiento (FU), 3

de ellos fueron clasificados erroneamente. Aunque PCA no es la técnica mas adecuada ni la mas común

para el análisis de espectros DRS, la separación de variables fue mas clara que la obtenida para los datos

de espectroscoṕıa Raman. Posteriormente se abordará otra metodoloǵıa mas común para el procesado de

espectros DRS para la evaluación 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 sección anterior, se utilizó una matriz de confusión para evaluar el rendimiento del

clasificador lineal (LDA), y en base a los valores observados, se calcularon los parámetros de clasificación

abordados previamente. La matriz de confusión se observa en la Figura 4.34. Finalmente, al aplicar una

validación cruzada con 10 iteraciones se obtuvo una resolución de 81.82 % y un porcentaje de error de

18.18 %. De igual forma, que con el score plot, la clasificación observada en la matriz de confusión 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 parámetros de clasificación:
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Verdaderos Positivos: TP = 21.

Verdaderos Negativos: TN = 3.

Falsos Positivos: FP = 1.

Falsos Negativos: FN = 19.

Resolución (Accuracy): Acc = 90.91 %.

Sensitividad (Sensitivity): Sen = 52.50 %.

Especificidad (Specificity): Spe = 75 %.

Error (Err): Err = 9.09 %.

Resolución (10-Fold CV Accuracy): Acc(10F − CV ) = 81.82 %.

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

Figura 4.34: Matriz de confusión para los espectros DRS procesados con PCA-QDA.
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4.7. Evaluación de la Pigmentación y del Eritema Inducido por
medio de Espectroscoṕıa de Reflectancia Difusa In Vivo

Para la parte final del análisis de los efectos de la AFLS se consideró evaluar la apariencia de la

piel regenerada, al monitorear el indice de melanina para determinar la pigmentación de las zonas con

cicatrices de acné que fueron irradiadas por el láser. También fue importante estudiar la evolución 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 evaluación, pudiera generar un descuido por

parte del paciente, lo que eventualmente daŕıa como resultado un relapso o inclusive una cicatrización

incompleta, generando aśı una carga emocional adicional. Las evaluaciones se llevaron a cabo utilizando

las mediciones de espectroscoṕıa de reflectancia difusa presentadas en la sección anterior para evaluar la

pigmentación y la evolución del eritema inducido por la AFLS [315].

Apartir de los experimentos reportados por Stamatas et Al. [316, 317] para la valoración del cuidado

de la piel utilizando técnicas ópticas, de la aproximación propuesta por González 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 detección no-invasiva de Melanoma [318], se analizarón los espectros antes y

después de la AFLS. Es importante mencionar que en el estudio de referencia se analizó un solo espectro

por paciente. En este trabajo se volvieron a considerar los espectros de las lesiones que fueron irradiadas

con el láser, por lo tanto información 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 ecuación:

AA = −log10(DRS) (4.6)

Donde DRS corresponde a los espectros DRS para las mediciones de pre-ciruǵıa (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 medición. A diferencia de la sección anterior, para este estudio se consideró el rango

del espectro electromagnético que va del visible al cercano infrarrojo (450 − 800nm). En las gráficas 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 contribución 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 ecuación de la recta como:

Am(λ) = a ∗ λ+ b (4.7)

Donde Am indica la contribución de la melanina en los espectros de absorbancia. Para este trabajo,

de igual forma que en la literatura, se considero un intervalo de λ = 630 − 700nm a pesar de observarse

una considerable variación de resultados debido principalmente a los equipos de medición, aśı como en los

parámetros de adquisición de los espectros. Es muy importante mencionar que las mediciones se realizaron

de forma in vivo, razón por la que las señales obtenidas contienen una alta contribución del ruido debido a

los artefactos de movimiento del usuario y sobre todo, del paciente, quien estaba en proceso de someterse

a una ciruǵıa, razón por la cuál la carga emocional era considerable. Realizando la aproximación indicada,

se obtuvieron las contribuciones de la melanina en los espectros de la pre-ciruǵıa (PS) y del seguimiento

(FU), como se puede apreciar en la Figura 4.36.
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Figura 4.36: Contribución 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 contribución de la melanina en los espectros tomados antes de la

ciruǵıa (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 contribución de la melanina en los espectros tomados durante

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

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

realizar una corrección, esto debido a que la contribución la proteina deoxy-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 realizó el ajuste de la contribución 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 cuál 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 concentración de

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

oxy −Hb = εdeoxy−Hb(λ1) ∗Ac(λ2)− εdeoxy−Hb(λ2) ∗Ac(λ1)
εdeoxy−Hb(λ1) ∗ εoxy−Hb(λ2)− εdeoxy−Hb(λ2) ∗ εoxy−Hb(λ1) (4.8)
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oxy −Hb = εoxy−Hb(λ2) ∗Ac(λ1)− εoxy−Hb(λ1) ∗Ac(λ2)
εdeoxy−Hb(λ1) ∗ εoxy−Hb(λ2)− εdeoxy−Hb(λ2) ∗ εoxy−Hb(λ1) (4.9)

Donde εoxy−Hb y εdeoxy−Hb son los coeficientes de extinción para la oxy-Hb y deoxy-Hb respectiva-

mente. Tomando dos longitudes de interés, λ1 = 560nm, correspondiente a un máximo en la deoxy-Hb y

λ2 = 580nm la cuál corresponde a un máximo en la oxy-Hb (Figura 4.38). Utilizando las bases de datos de

Steven L. Jacques y Scott Prahl, se consideraron valores de εoxy−Hb(λ1) = 3261.2, εdeoxy−Hb(λ1) = 53788,

εoxy−Hb(λ2) = 50104 y εdeoxy−Hb(λ1) = 37020 [321].

Figura 4.38: Espectro de Absorbancia para la deoxy-Hb y oxy-Hb donde se observan los máximos 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 aproximación propuesta por González et Al.

2010 [60] para determinar el indice de melanina, al encontrar el área 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 lesión analizada.
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Figura 4.39: Índices de Melanina obtenidos para las mediciones PS y FU por (A) lesión y por grupo (B).

En los valores obtenidos se confirma una de las hipótesis 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 dermatológico ya que la pigmentación de los pacientes mostró ser menor,

en comparación con ellos mismos antes de someterse a la AFLS. En la Figura 4.39 se puede apreciar un

outlier durante la medición del seguimiento, por lo tanto, dicho valor debe de descartarse. Desde años

atrás el indice de melanina se utilizado para determinar el fototipo de los pacientes, pero dicho criterio es

subjetivo y depende de el criterio del dermatólogo, la zona donde se realiza el estudio, etc. Por lo tanto el

uso de técnicas ópticas es necesario para establecer una metodoloǵıa para la cuantificación del indice de

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

Finalmente, se estableció una metodoloǵıa similar para determinar el eritema inducido por la AFLS.

En este trabajo se utilizó la aproximación propuesta por Glennie et Al. [323] para determinar el Indice del

Eritema de Dawson a partir de mediciones de DRS. Este parámetro se calcula como el área bajo la curva

del negativo del logaritmo base 10 del espectro de la reflectancia difusa (conocido como la absorbancia

aparente y expresado por la ecuación 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 lesión antes y despues de someterse al tratamiento de la AFLS.
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Figura 4.40: Índices del Eritema Inducido para las mediciones PS y FU por (A) lesión y (B) por grupo.

De igual forma que el indice de melanina, al evaluar el indice del eritema inducido se observó un

decremento en cada lesión, sin la presencia de outliers o valores fuera de rango. De acuerdo a la valoración

médica la reducción del eritema se aprecia en un lapso de dos semanas después de la AFLS. Al realizar

la medición de seguimiento un mes después, la presencia del eritema fue prácticamente nula en todos los

pacientes. Con la aproximación propuesta utilizando mediciones DRS es posible cuantificar esta informa-

ción para aśı garantizar la efectividad y seguridad de la AFLS como tratamiento para cicatrices de acné

siguiendo un tratamiento de isotretinoina a dosis terapéuticas. La aproximación para el procesamiento

y análisis de espectros DRS utilizada en esta sección se ha utilizado anteriormente para evaluación de

trastornos en la pigmentación y para la determinación del fototipo de los pacientes de forma cuantitativa.

En este trabajo dicha metodoloǵıa se empleo como herramienta de valoración no-invasiva de los efectos y

reacciones inducidas por la ciruǵıa AFLS.

4.8. Conclusiones

La ciruǵıa láser fraccional ablativa (AFLS) es una terapia basada en la luz utilizada para la supresión

de cicatrices de acné. Previamente, sus efectos hab́ıan sido evaluados de forma emṕırica, dejando de lado la

cuantificación de los efectos histológicos que se presentan durante las interacciones de la luz con el tejido.

Con el abordaje propuesto en esta investigación, se planteo aplicar la técnicas ópticas 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 colágenos.
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Para justificar los experimentos espectroscópicos, fue necesario monitorear los incrementos de tempe-

ratura en la superficie facial durante la ciruǵıa láser fraccional ablativa (AFLS) utilizando la imagenoloǵıa

por termograf́ıa infrarroja digital (DITI). Debido a la complejidad y riesgo de la medición, solo se consideró

un paciente para esta medición, por lo tanto el resultado no puede ser considerado determinante, aunque

sirvió de referencia para justificar futuros resultados. Con la espectroscoṕıa Raman (RS), como primer

abordaje se realizó un análisis de correlación lineal (LCA) entre los espectros Raman de las protéınas de

interés y los espectros Raman de los pacientes antes de la ciruǵıa láser (PS) y en el seguimiento (FU).

Como hipótesis se hab́ıa planteado un incremento en la presencia de las protéınas 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 análisis mas robusto, como el análisis de

componentes principales (PCA).

Tomando dos clases de interés, PS y FU, con esta nueva aproximación, se realizó una reducción de

variables, conservando aquellas que retuvieron la mayor parte de la variación del conjunto de datos original

y que pudiera realizar una separación de clases. Como herramienta dedicada a la clasificación, se empleo

un análisis discriminante cuadrático QDA sobre las variables reducidas con PCA, el cuál fue verificado

utilizando una validación cruzada de 10 iteraciones. Finalmente, las variables reducidas obtenidas con

PCA se utilizaron junto con las protéınas de referencia utilizando LCA. Los resultados confirman que

durante el seguimiento, los espectros Raman de los pacientes presentaron incrementos en la presencia

de las protéınas de interés, confirmando aśı la efectividad de la ciruǵıa láser fraccional ablativa para

cicatrices de acné por medio de las interacciones entre la luz y el tejido biológico. Como medición final, la

espectroscoṕıa de reflectancia difusa (DRS) se utilizó para evaluar la recuperación del eritema inducido

por la AFLS. En las mediciones se observa una reducción de intensidades en el rango del visible que va

de 400 − 650nm, el cuál corresponde a la presencia de la melanina. Al estudiar el estado de un eritema,

se concluye que la presencia de la melanina disminuyó durante la medición del seguimiento, garantizando

aśı el proceso de cicatrización.
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Caṕıtulo 5

Métodos Ópticos en Pacientes con
Rosácea

5.1. Tratamientos para el Manejo de Rosácea

La complejidad de la Rosácea radica principalmente en que la patofisioloǵıa aún permanece siendo

desconocida en su totalidad, lo que resulta en una falta de terapias ó tratamientos adecuados para la

supresión ó manejo de la enfermedad. En esta tesis se ha planteado la hipótesis de que los pacientes con

rosácea presentan una temperatura mayor que la de los individuos sanos. Entre las causas posibles de

esta diferencia en la temperatura esta la presencia del ácaro Demodex, el cuál esta presente en la piel

humana debido a la alta densidad de las glándulas sebáceas, resultando en vasos sangúıneos dilatados y

un incremento anormal en el flujo sangúıneo. Esto resulta en una reactividad vascular la cuál produce una

elevación en la temperatura de los pacientes con rosácea [201, 324, 202]. Por lo tanto, tomando la presencia

del demodex en la piel y el patrón térmico facial como biomarcadores, es posible obtener herramientas

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

El Metronidazol es un agente antiprotozoal, derivado sintético que posee las propiedades antibacte-

riales del antibiótico Nitronidazol. De forma tópica, el metronidazol es considerado como el estándar de

oro para el tratamiento de pacientes con rosácea debido a una marcada reducción en la generación de

especies oxigenadas reactivas, aśı como la ruptura de ADN, las cuales han sido aprovechadas para el

manejo de la enfermedad debido a los śıntomas de mejora observados en los pacientes a diferencia del

uso de algún placebo [325, 326]. En la presente tesis, se propone utilizar técnicas ópticas para el estudio

y caracterización de pacientes con rosácea de forma no-invasiva utilizando un tratamiento basado en la

aplicación de metronidazol en forma tópica. De esta forma se busca encontrar la respuesta de los pacien-

tes a el tratamiento por medio de la detección de diferentes marcadores para posteriormente establecer

un criterio de diagnóstico temprano de la enfermedad o una herramienta para la valoración del trata-
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miento en pacientes con presencia de rosácea. Los métodos ópticos utilizados para este estudio fueron la

imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital (DITI) utilizando el patrón térmico de los pacientes como

biomarcador y finalmente, la espectroscoṕıa Raman (RS), para encontrar información a nivel molecular de

la enfermedad. Como primera aproximación, se realizaron mediciones termográficas y espectroscópicas 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 rosácea durante el estudio propuesto.

Figura 5.1: Patrón térmico de los individuos sanos y pacientes con rosácea.

Durante la medición de control, correspondiente a la solución salina (SS), se observó una distribución

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 observó un decremento en toda la superficie facial (Figura

5.1.B), revelando aśı el patrón térmico de los individuos sanos después de someterse a un tratamiento

basado en metronidazol. Por otro lado, los pacientes con rosácea mostraron una temperatura elevada

durante la medición 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 medición del tratamiento,

se observó una ligera disminución en la temperatura facial total, aunque las zonas de interés segúıan

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 ciruǵıa fraccional

ablativa (AFLS) para cicatrices de acné discutidos en la sección 4.4, en este caṕıtulo se propone un estudio

con imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital (DITI) para diagnóstico y clasificación de pacientes con

rosácea. Las mediciones DITI se realizaron en 3 regiones simétricas de la superficie facial: frente, mejilla y

barbilla, de 7 pacientes con rosácea y 28 individuos sanos antes y después de aplicar metronidazol utilizando

un cámara termográfica FLIR T400 con una resolución de 320x240 micro bolómetros, sensitividad térmica

de 0.005°C, rango de temperaturas de −120− 1200°C, rango espectral de 7.5− 13µm, resolución de pixel

de 320x240 y un valor de 0.98 para la emisividad de todas las mediciones (Figura 5.2).

Figura 5.2: Cámara infrarroja FLIR T400.

Para el análisis de datos se implemento un Análisis de Diferencias de Temperatura entre los puntos

simétricos de las superficies (conocido como análisis de ∆t) junto a un análisis discriminante cuadrático y

una validación cruzada de 10 iteraciones para evaluar la técnica de clasificación de pacientes, previamente

implementado en el caṕıtulo 4. Como medición de control, se aplicó una solución salina en la superficie

facial de los pacientes. Para el estudio Raman, el equipo utilizado, la adquisición, procesado y análisis de

datos espectroscópicos, la configuración fue la misma que la reportada en el caṕıtulo 4.
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5.2. Patrón Térmico de Individuos Sanos

El Patrón Térmico de una superficie es la diferencia estad́ısticamente 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 análisis, los patrones térmicos se pueden utilizar para estudiar

enfermedades que presenten caracteŕısticas inflamatorias o de isquemia. La rosácea es una enfermedad in-

flamatoria que se manifiesta principalmente en la zona facial con zonas visiblemente enrojecidas, las cuáles

sin el tratamiento apropiado, pueden dar origen a enfermedades inflamatorias mas serias. De acuerdo a lo

establecido en la sección 2.4, la rosácea se clasifica en 4 subtipos de acuerdo a los śıntomas presentados

y al historial cĺınico del paciente, sin embargo, este criterio es totalmente emṕırico y depende exclusiva-

mente de la experiencia del personal médico, dando lugar a un posible diagnóstico erróneo y un manejo

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

Las zonas de interés para determinar el patrón 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 (∆t) 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 estad́ısticamente 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 observó una significancia estad́ıstica. El patrón térmico de los individuos sanos se

obtuvo con el objetivo de estandarizar las mediciones DITI, además, se utilizará como referencia para el

método de detección de rosácea que se discutirá en secciones posteriores.

∆t Superficie Solución 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 1.39e−6

3 Barbilla 0.72± 0.13 0.40± 0.07 0.06

Tabla 5.1: Patrón Térmico de Sujetos Sanos.

5.3. Patrón Térmico de Pacientes con Rosácea

Aunque la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital ha sido empleada para detección temprana

de enfermedades, es importante mencionar que las mediciones de dicha técnica pueden incluir múltiples

factores de ruido externo que podŕıan ocasionar considerables variaciones entre cada medición, aśı como

cambios de temperatura de la piel que no pueden considerarse propios de la enfermedad bajo análisis, es
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decir, pueden ser ocasionados por cualquier otro evento originado sobre la piel. Además de estos factores

de riesgo para la medición, para analizar a los pacientes con rosácea, fue necesario realizar el análisis de

los scores térmicos mas detenidamente debido a la pequeña muestra a la que se tuvo alcance. Utilizando la

misma metodoloǵıa para los individuos sanos, se realizaron mediciones de termograf́ıa infrarroja en pacien-

tes con rosácea antes y después de aplicar una solución de metronidazol. Las diferencias de temperatura

por zona facial se muestran en la Tabla 5.2.

∆t Superficie Solución Salina (°C) Metrocream (°C) P-Value
1 Frente 0.96± 1.04 0.33± 0.41 0.18
2 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: Patrón Térmico de los Pacientes con Rosácea. No se obtuvieron diferencias estádisticamente
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 cuál

indica una asimetŕıa entre las zonas de interés. Realizando el test de Wilcoxon se obtuvieron diferencias

insignificativas entre ambas mediciones. Durante la medición de control (solución salina) se observaron

las diferencias térmicas mas grandes, mientras que durante la medición con metronidazol se observó 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 cuál no puede considerarse como un parámetro 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 distribución de las venas, aśı como sus dimensiones en esta parte del cuerpo

humano, lo que implica que exista un mayor flujo sangúıneo que ocasiona que la temperatura observada sea

mayor. En este estudio se evito tomar en consideración dicha afirmación aplicando un valor absoluto a las

diferencias obtenidas, de tal forma que los análisis estad́ısticos 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 rosácea son mayores que los de los individuos sanos. En

el siguiente caṕıtulo se abordara una comparación entre los valores obtenidos en ambas mediciones para

establecer un método de clasificación de pacientes.
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5.4. Método de Clasificación No-Invasivo para Pacientes con
Rosácea basado en el Patrón Térmico Facial

Partiendo del análisis de patrones térmicos entre los individuos sanos y los pacientes con rosácea, es

posible establecer un método de clasificación utilizando las diferencias de temperatura observadas. Al

tratarse de un método de clasificación se busca integrar la información entre ambos tipos de pacientes y

posteriormente utilizar el análisis realizado como herramienta de diagnóstico no-invasivo de rosácea basado

en el patrón 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 aproximación

para el método de clasificación. Los patrones térmicos presentados en las secciones anteriores se utilizan

como mediciones adicionales al análisis 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 rosácea mostraron un incremento de por lo menos 1°C con

respecto de los individuos sanos durante la medición de control (SS). Para la medición realizada después

del tratamiento (MC) se observó el mismo incremento en los pacientes con rosácea en comparación 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 medición de solución 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 pequeños durante la medición de control (SS),

de aproximadamente 0.5°C en cada zona, mientras que durante la medición de seguimiento se observó

una temperatura menor, de aproximadamente 0.25°C, en los pacientes con rosácea, que es resultado de la

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

la considerable diferencia en el tamaño 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 el Lado Izquierdo Facial durante la medición de solución salina
(SS) y metronidazol (MC).
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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 variación

en las caracteŕısticas de los individuos sanos. Por otro lado, los pacientes con rosácea mostraron una

variación menor entre las mediciones y una reducida presencia de outliers. También es posible apreciar

que durante la medición del metronidazol, la temperatura de los pacientes con rosácea fue mayor que

la de los individuos sanos, aunque no se pudieron encontrar diferencias estad́ısticamente significativas

debido a la diferencia entre el tamaño de las muestras (Figura 5.3). Durante la medición MC se observó

un incremento en la temperatura correspondiente a los spots térmicos del lado derecho de los pacientes

con rosácea, mientras que en el lado izquierdo facial se observó un decremento, lo cuál da como resultado

un patrón 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 discutirá en secciones

posteriores.

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 medición con solución salina (SS) y metronidazol (MC) para
individuos sanos (A y C) y pacientes con rosácea (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 Outliers. En los pacientes con rosácea se observan

pocos outliers durante la medición de la solución salina, mientras que en la medición del metronidazol

se observan las variaciones buscadas sin outliers, indicando una homogeneidad entre los scores térmicos.

Ahora tomando las diferencias de temperatura, ó patrones térmicos, presentados en las secciones 5.2 y 5.3

es posible realizar una comparativa entre los individuos sanos y los pacientes con rosácea (Figura 5.4).

Figura 5.4: Patrón térmico de individuos sanos y pacientes con rosácea. 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 medición de control, utilizando la solución salina, se observó un patrón térmico similar

entre ambas clases sin diferencia estad́ısticamente significativa. Aunque se observa que el patrón térmico

de los pacientes con rosácea es mayor que el de los individuos sanos, tampoco se observó una diferencia

estad́ısticamente significativa entre ambas clases. Estos resultados, aunque no son estad́ısticamente signi-

ficativos, se consideran como una aproximación preliminar para el método de clasificación y detección de

pacientes con rosácea, que se pudiera optimizar al añadir mas pacientes con rosácea e individuos sanos al

estudio propuesto, o bien, incluir una técnica óptica adicional como complemento al estudio propuesto.
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5.5. Método de Diagnóstico No-Invasivo para Pacientes con Rosácea
utilizando Espectroscoṕıa Raman

A partir de los resultados obtenidos con el método de clasificación para pacientes con rosácea utilizando

el patrón térmico facial, se integro a el estudio propuesto, una aproximación basada en mediciones de

espectroscoṕıa Raman con el objetivo de establecer un método de diagnóstico temprano y no-invasivo

de rosácea utilizando información espectral complementaria a la información térmica presentada en el

caṕıtulo anterior 5.4. Utilizando la metodoloǵıa empleada para el estudio de la sección 4.5, se analizaron

10 espectros Raman de zonas sanas de la piel y 10 espectros correspondientes a lesiones de rosácea. Todos

los espectros se tomaron de forma in vivo y fueron tomados previamente a las mediciones realizadas para

el estudio del patrón térmico, por lo tanto, ninguna sustancia fue aplicada a la piel de los pacientes. El

pre-procesado, procesado y análisis de espectros Raman fue realizado fue el mismo que el utilizado en la

sección 4.5. En la Figura 5.5 se observan los espectros Raman correspondientes a los individuos sanos y a

los pacientes con rosácea.

Figura 5.5: Espectro Raman de la piel sana (rojo) y de la piel con rosácea (azul).
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A diferencia de los espectros analizados para las cicatrices de acné, los espectros analizados en este

estudio presentaron mayor variación en las intensidades de las bandas y mayor ruido. De forma cualitativa,

se aprecia una similitud entre los espectros, con un valor de correlación (LCA) de r = 0.5. Realizando un

test de Wilcoxon entre la media de los espectros se obtuvo una diferencia estad́ısticamente significativa con

un valor p = 1.06e−286, por lo que un análisis mas complejo debe de realizarse para justificar esta variación.

En este estudio, el análisis de componentes principales (PCA) se volvió a utilizar como herramienta para

reducción y separación 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

sección 4.5, se observó que la varianza explicada total contenida en los PC’s no esta dispersa, lo cuál

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 observó 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 análisis

de discriminantes cuadrático para establecer una clasificación de pacientes y de nueva cuenta, el análisis

de correlación lineal para validar la separación y clasificación de los pacientes en términos de los PC’s

seleccionados.

En la Figura 5.6.C se observa el score plot del PC1vsPC2, donde se observa la distribución de los

pacientes en términos de los PC’s, y al realizar combinaciones entre ellos es posible realizar una selección

manual, dependiendo de la separación de variables observada. Esta aproximación para la selección y

reducción 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 correlación que existe

entre los loadings de los PC’s que estan siendo analizados con algún espectro de referencia que pueda

ser considerado como biomarcador o disparador para la presencia y desarrollo de rosácea. Dicho abordaje

fue implementado en el caṕıtulo 4 utilizando diferentes espectros de protéınas involucradas en el proceso

de rejuvenecimiento de la piel, las cuales fueron utilizadas como referencia. En el presente estudio no se

contó con ninguna medición de referencia, por lo que fue mas conveniente realizar una selección de PC’s

de forma visual. El objetivo del estudio es utilizar PCA para reconstruir el espectro Raman caracteŕıstico

de los pacientes con rosácea para posteriormente utilizarlo como referencia en futuras investigaciones.

También es importante mencionar que la separación 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 aproximación recomendada en esta tesis es valorar de forma visual la separación 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 rosácea, los score plots indican la varianza
total acumulativa (A) e individual (B) y el score plot (C) indica la contribución que tienen los espectros
originales en los PC’s seleccionado.

La selección de los PC’s se realizó de forma manual al analizar las combinación entre ellos en los

score plots, resultando el PC1 y el PC2 los seleccionados para llevar a cabo el análisis. En su respectivo

score plot, la separación de variables fue mas notoria con respecto de otras combinaciones, además de que

retuvieron el mayor porcentaje de las varianzas explicadas, 66.55 % para el PC1 y 8.4 % para el PC2. A

diferencia del análisis propuesto en el caṕıtulo4, en este estudio por el momento no se busca encontrar

la presencia de alguna protéına en espećıfico, que pudiera servir como biomarcador para la detección de

rosácea, por lo tanto, solo se abordó un problema de clasificación y discriminación entre individuos sanos

y pacientes con rosácea de forma individualizada y no-invasiva, de esta forma es posible integrar nuevos

espectros al estudio sin necesidad de etiquetarlo.

Posteriormente, se integró un análisis discriminante lineal (LDA) a los scores correspondientes a los

PC’s seleccionados para establecer una separación 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, aśı como todos los

espectros de los pacientes con rósacea. Los parámetros de clasificación obtenidos fueron una resolución 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 matŕız de confusión obtenida con el LDA se observa en la Figura 5.8. El resultado es el esperado ya

que se puede observar una clasificación 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 correlación entre los espectros de los individuos sanos y de los pacientes con rosácea, además de

que fue aplicada una solución salina para nivelar la temperatura facial, por lo tanto es posible que los

espectros medidos estén reflejando la contribución de la solución 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 análisis Raman, fue necesario analizar la forma de los loadings correspondientes a los

PC’s seleccionados. Dicho análisis se utiliza para cuantificar las bandas caracteŕısticas de los espectros

Raman bajo análisis. Al no contar con un espectro de referencia como biomarcador de rosácea, en este

trabajo se implemento un análisis de correlación lineal (LCA) entre los espectros originales y los loadings

correspondientes al PC1 y al PC2, de tal forma que sea posible establecer un patrón caracteŕıstico en los

espectros con rosácea. 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 caracteŕısticas en 882, 957, 1012, 1115, 1206, 1335, 1479, 1529 y 1527cm−1, las cuáles se encuentran

presentes en los espectros correspondientes a los pacientes con rosácea. Las bandas observadas en el PC2

son 996, 1093, 1240, 1301, 1343, 1393, 1439, 1491, 1556, 1669 y 1733cm−1, 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 variación observada en los espectros originales, por lo tanto el PC1, cuya

varianza es mayor, se puede utilizar para representar a los pacientes con rosácea (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: Análisis de la forma de los loadings correspondientes PC’s seleccionados.

5.6. Conclusiones

La Rosácea es una enfermedad prácticamente ignorada por la mayoŕıa del personal médico y por los

pacientes, ya que se suelen pasar por alto sus śıntomas, debido en gran parte la forma emṕırica que se

realiza el diagnóstico y tratamiento de la enfermedad.

Al utilizar la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital (DITI), se buscó determinar el patrón

térmico de los pacientes con rosácea, el cuál se hab́ıa planteado anteriormente, es mayor que el de los

individuos sanos. El objetivo planteado era obtener una nueva herramienta para diagnóstico y clasificación

de la enfermedad de forma no-invasiva utilizando la información térmica de los pacientes. Al realizar las

mediciones se observó que efectivamente la temperatura de los pacientes con rosácea era mayor que

la de los individuos sanos, principalmente en la parte derecha de la superficie facial. Al determinar el

patrón térmico, es decir la diferencia entre dos puntos simétricos de la superficie, los resultados fueron

estad́ısticamente 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 volvió a emplear la espetroscoṕıa

Raman. De forma similar a el experimento de la ciruǵıa láser, se buscó evaluar el tratamiento estándar

para la enfermedad, en este caso la solución metronidazol, por lo tanto se analizaron los espectros Raman de

los pacientes antes y después de la aplicación del tratamiento. Las clases consideradas para el experimento

fue la aplicación de la solución salina (SS) y la aplicación del metronidazol en forma de crema (MC).

Aplicando la misma aproximación con PCA-QDA se obtuvo una separación de pacientes, de igual forma

evaluada con la validación cruzada de 10 iteraciones. Con dicho resultado se concluye que DITI no puede

utilizarse para diagnosticar la enfermedad debido a la pequeña muestra analizada y es necesario aumentar

el tamaño de la muestra para obtener un resultado significativo. Por otro lado, se comprobó que RS es una

técnica óptima para valorar el tratamiento de rosácea basado en metronidazol, ya que es posible realizar

una separación de clases correctamente. Dicho estudio con RS podŕıa mejorarse al añadir diferentes tipos

de rosácea para determinar si es viable su uso en el diagnóstico de la enfermedad.
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Caṕıtulo 6

Discusión

Las técnicas de la óptica biomédica son de gran utilidad para el diagnóstico de enfermedades der-

matológicas de forma no-invasiva e individualizada. El principal atractivo de las técnicas estudiadas en

esta tesis y en trabajos previos, es que proporcionan información individualizada de los pacientes, y que

pueden servir como herramientas complementarias para el diagnóstico médico.

La contribución principal de la presente investigación, es el uso de técnicas de la óptica biomédica para

el monitoreo de enfermedades dermatológicas por medio de la valoración de los tratamientos aplicados.

En especial se estudio la aplicación de la ciruǵıa láser fraccional ablativa como tratamiento para cicatrices

de acné, ya que a pesar de ser considerada un estándar para el tratamiento de la enfermedad, sus efectos

histológicos relacionados con la regeneración de la piel, no hab́ıan sido estudiados previamente. Al combinar

la técnica de espectroscoṕıa Raman con técnicas de aprendizaje automático en pacientes que se sometieron

a este tratamiento, fue posible monitorear la presencia de colágenos tipo-I, tipo-III, tipo-IV y tipo-V, los

cuáles están presentes durante el proceso de regeneración de la piel, el proceso de cicatrización de heridas,

rejuvenecimiento, pigmentación y humectación de la piel regenerada, producto de la ciruǵıa láser fraccional

ablativa. Con la espectroscoṕıa de reflectancia difusa se monitoreo el estado del eritema inducido por la

ciruǵıa láser, el cuál fue desapareciendo en el tiempo establecido por el personal médico.

Adicionalmente, se empleo la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital para monitorear los in-

crementos de temperatura inducidos por la ciruǵıa láser, los cuáles son necesarios para la regeneración

de la piel. A pesar de lo establecido en el estado del arte, la termograf́ıa infrarroja, además de ser menos

espećıfica que las técnicas espectroscópicas, fue la técnica mas delicada durante este experimento, ya que

al ser utilizada inapropiadamente es posible dañar el equipo o a el usuario. Esta medición fue de gran

importancia ya que la estimulación para el crecimiento de estas protéınas requeŕıa una elevación conside-

rable de temperatura. Con los resultados espectroscópicos y termográficos obtenidos, fue posible valorar

la efectividad del tratamiento, aśı como la detección temprana de reincidencias de la enfermedad y la po-
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sibilidad de efectuar una segunda sesión del tratamiento. Todos los pacientes involucrados en este estudio

presentaron una respuesta favorable a el tratamiento, y el uso de las técnicas ópticas fue de gran utilidad

para el personal médico, el cuál realizó el diagnóstico inicial de la enfermedad, efectuó el tratamiento y

posteriormente proporcionó una valoración individualizada.

A partir del pequeño estudio de termograf́ıa infrarroja con la ciruǵıa láser, se propuso el empleo de esta

técnica para el diagnóstico temprano y clasificación de pacientes con rosácea a partir del patrón térmico

facial. Aunque se observó un patrón de temperatura mayor en los pacientes con rosácea en comparación

con individuos sanos, los resultados obtenidos no pudieron ser considerados significativos debido en gran

parte a el reducido tamaño de la muestra. Finalmente para poder realizar una clasificación de pacientes, se

empleo la espectroscoṕıa Raman junto con las técnicas de aprendizaje automático utilizadas en el estudio

de la ciruǵıa láser, obteniendo aśı un resultado mas favorable e incluso mas preciso.

La óptica biomédica es una área novedosa que proporciona herramientas para diagnóstico y tratamiento

de enfermedades. Durante la realización de las investigaciones propuestas en esta tesis, se observó la cada

vez mas demandante necesidad de aplicaciones de técnicas ópticas 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 rápidos y precisos, se visualiza que las técnicas

de la óptica biomédica sean establecidas como estándares de oro en un futuro no muy lejano.
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Caṕıtulo 7

Conclusiones y Trabajo a Futuro

Anteriormente, los efectos de la ciruǵıa láser fraccional ablativa involucrados en la regeneración de la

piel no hab́ıan sido estudiados en su totalidad. Dicha deficiencia en el entendimiento pod́ıa ser considerada

como un mecanismo de regeneración de forma emṕırica. Al integrar métodos ópticos a el estudio de

enfermedades de la piel, fue posible realizar un estudio cuantitativo sobre la presencia de diversas protéınas,

las cuáles, se han establecido como biomarcadores en el desarrollo de enfermedades. En esta tesis se

propuso un nuevo abordaje para el monitoreo de enfermedades dermatológicas utilizando técnicas ópticas

no-invasivas, realizando una valoración de los tratamientos para cicatrices de acné y rosácea.

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 ciruǵıa láser fraccional ablativa se pretende utilizar

las mediciones DRS para extraer los parámetros ópticos de la piel con cicatrices de acné, y de esta forma

estimar un espectro Raman de forma téorica y estudiar la propagación de la luz en el tejido con esta

enfermedad para la propuesta de nuevas tratamientos basados en la luz. Además, para el análisis Raman,

se busca integrar protéınas adicionales a las propuestas en esta tesis con el objetivo de profundizar mas

en el estudio de las interacciones luz/tejido en procesos histológicos. Se tiene un especial interés en otras

técnicas basadas en la luz, como la luz pulsada y sus aplicaciones para tratamiento en enfermedades

dermatológicas como las cicatrices de acné, rosácea, melasma o psoriasis, aśı como el estudio de los efectos

de la ciruǵıa láser no-ablativa. Otra aproximación considerada para el estudio de ciruǵıas basadas en la

luz es la integración de mas data-sets a diferentes tiempos para valorar la efectividad del tratamiento y

su evolución de forma individualizada.

En cuanto a el estudio del patrón térmico de pacientes con rosácea, se contempla el uso de técnicas de

mas robustas que las presentadas en esta tesis, entre las cuáles se pueden mencionar las redes neuronales

o máquinas de soporte vectorial para la clasificación de datos. Un aspecto importante a mencionar como

trabajo a futuro es el incremento de la base de datos de termogramas de pacientes con rosácea para obtener
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resultados mas precisos y de esta forma establecer la imagenoloǵıa por termograf́ıa infrarroja digital como

herramienta auxiliar en el manejo y diagnóstico de rosácea. Como un estudio complementario, se puede

mencionar la inclusión de un análisis entre los diferentes tipos de rosácea para cuantificar los patrones

térmicos de cada manifestación de la enfermedad.

El estudio de la propagación de la luz en tejidos biológicos es de gran interés debido al gran alcance que

pueden alcanzar los modelos teóricos que fueron discutidos brevemente en la Sección 1.1. Esta tesis versó

sobre el estudio experimental de técnicas ópticas para el monitoreo de enfermedades dermatológicas. Se

utilizaron las técnicas de espectroscoṕıa Raman, espectroscoṕıa de reflectancia difusa y la imagenoloǵıa

por termograf́ıa infrarroja digital. Para el procesado y análisis de datos se emplearon técnicas del cada

vez mas creciente concepto de Data Science o Ciencia de Datos para establecer criterios de clasificación,

discriminación y correlación de los datasets obtenidos con las técnicas ópticas. Como principal trabajo a

futuro, se plantea integrar el estudio teórico de la propagación de la luz en los tejidos biológicos, utilizando

el método de Monte Carlo y el método del Elemento Finito, para la valoración de tratamientos no solo en

la dermatoloǵıa, sino en diversas áreas de la medicina como la oftalmoloǵıa, la odontoloǵıa, la neuroloǵıa,

etc.
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Productividad Académica

8.1. Art́ıculos Indexados

Dynamic Infrared Thermography of Nanoheaters Embedded in Skin-Equivalent Phan-

toms [331].
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Atamoros and Francisco Javier González.
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SPIE Optics+Photonics 2018, San Diego, California, USA.

DOI: 10.1117/12.2320016.

Capacitors Dopped with Nanoparticles for Biological Sensing.

Fernando Sebastián Chiwo, Brhayllan Mora-Ventura, Gabriel González and Francisco Javier
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Lazos 2022.

114



Bibliograf́ıa

[1] Robert Splinter and Brett A. Hooper. An Introduction to Biomedical Optics. CRC Press Taylor &

Francis, 2007.

[2] David A. Boas, C. Pitris, and N. Ramanujam. Handbook of Biomedical Optics, volume 12. CRC

Press LLC, 2011.

[3] Gerd Keiser. Biophotonics: Concepts to Applications. Springer Graduate Texts in Physics, 2016.

[4] Tuan Vo-Dinh. Biomedical Photonics. 2003.

[5] Frank S. Barnes and Ben Greenebaum. Handbook of Biological Effects of Electromagnetics Fields:

Biological and Medical Aspects of Electromagnetic Fields, volume 47. Taylor & Francis, 3rd edition,

2007.

[6] P.N. Prasad. Introduction to Biophotonics. Wiley-Interscience, 2003.

[7] Robert R. Alfano, Darayash B. Tata, Julius Cordero, Michele A. Alfano, Philip Tomashefsky, and

Frank W. Longo. Laser Induced Fluorescence Spectroscopy from Native Cancerous and Normal

Tissue. IEEE Journal of Quantum Electronics, 20(12):1507–1511, 1984.

[8] Irving J Bigio and Judith R Mourant. Optical Biopsy. Encyclopedia of Optical Engineering, pages

1577–1593, 2011.

[9] Fernando Sebastián Chiwo. Diseño y Construcción de un Sistema Portátil de Espectroscoṕıa Ra-
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[81] Rolf Markus Szeimies, Julia Dräger, Christoph Abels, and Michael Landthaler. Chapter 1 History

of photodynamic therapy in dermatology. Comprehensive Series in Photosciences, 2(C):3–15, 2001.

[82] Julia G. Levy. Photodynamic therapy. Trends in Biotechnology, 13(1):14–18, 1995.

[83] John D. Spikes. The origin and meaning of the term ”photodynamic”(as used in ”photodynamic

therapy”, for example). Journal of Photochemistry and Photobiology, B: Biology, 9(3-4):369–371,

1991.

[84] Stanis law Kwiatkowski, Bartosz Knap, Dawid Przystupski, Jolanta Saczko, Ewa Kȩdzierska, Karo-
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[103] Francisco J. González, Claudio Castillo-Mart́ınez, Marcela Mart́ınez-Escanamé, Miguel G. Ramı́rez-
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Anne Marie Schmitt, Valérie Samouillan, Florence Nadal, and Gwendal Josse. Raman characteri-

zation of human skin aging. Skin Research and Technology, 25(3):270–276, 2019.

[105] Giuseppe Pezzotti, Marco Boffelli, Daisuke Miyamori, Takeshi Uemura, Yoshinori Marunaka, Wen-

liang Zhu, and Hiroshi Ikegaya. Raman spectroscopy of human skin: looking for a quantitative

algorithm to reliably estimate human age. Journal of Biomedical Optics, 20(6):065008, 2015.

[106] Peter J. Caspers. In vivo skin characterization by confocal Raman microspectroscopy. PhD thesis,

Erasmus Universiteit Rotterdam, 2003.

[107] Sishan Cui, Shuo Zhang, and Shuhua Yue. Raman Spectroscopy and Imaging for Cancer Diagnosis.

Journal of Healthcare Engineering, 2018, 2018.

[108] Anita Mahadevan-Jansen Richards-Kortum and Rebecca. RAMAN SPECTROSCOPY FOR THE

DETECTION OF CANCERS AND PRECANCERS. Journal of Biomedical Optics, 1(1):31–70,

1996.

[109] Shiyamala Duraipandian, Mads Sylvest Bergholt, Wei Zheng, Khek Yu Ho, Ming Teh, Khay Guan

Yeoh, JJimmy Bok Yan So, Asim Shabbir, and Zhiwei Huang. Real-time Raman spectroscopy for ,

online gastric cancer diagnosis during clinical endoscopic examination in vivo Shiyamala. Journal

of Biomedical Optics, 17(10), 2012.

[110] Xu Feng, Austin J. Moy, Hieu T. M. Nguyen, Yao Zhang, Matthew C. Fox, Katherine R. Sebas-

tian, Jason S. Reichenberg, Mia K. Markey, and James W. Tunnell. Raman spectroscopy reveals

biophysical markers in skin cancer surgical margins. (February):9, 2018.

[111] Thiago de Oliveira Mendes, Liliane Pereira Pinto, Laurita dos Santos, Vamshi Krishna Tippavajhala,

Claudio Alberto Téllez Soto, and Airton Abrahão Martin. Statistical strategies to reveal potential

vibrational markers for in vivo analysis by confocal Raman spectroscopy . Journal of Biomedical

Optics, 21(7):075010, 2016.

123



[112] Jianhua Zhao, Harvey Lui, Sunil Kalia, and Haishan Zeng. Real-time Raman spectroscopy for

automatic in vivo skin cancer detection: an independent validation. Analytical and Bioanalytical

Chemistry, 407(27):8373–8379, 2015.

[113] Xu Feng, Matthew C. Fox, Jason S. Reichenberg, Fabiana C. P. S. Lopes, Katherine R. Sebastian,

Mia K. Markey, and James W. Tunnell. Biophysical basis of skin cancer margin assessment using

Raman spectroscopy. Biomedical Optics Express, 10(1):104, 2019.

[114] Xu Feng, Austin J. Moy, Hieu T. M. Nguyen, Yao Zhang, Jason Zhang, Matthew C. Fox, Katheri-

ne R. Sebastian, Jason S. Reichenberg, Mia K. Markey, and James W. Tunnell. Raman biophysical

markers in skin cancer diagnosis. Journal of Biomedical Optics, 23(05):1, 2018.

[115] Xu Feng, Austin J Moy, Hieu T. M. Nguyen, Jason Zhang, Matthew C. Fox, Katherine R. Sebastian,

Jason S. Reichenberg, Mia K. Markey, and James W. Tunnell. Raman active components of skin

cancer. Biomedical Optics Express, 8(6):2835, 2017.

[116] Jianyong Fan and Huilan Yang. Construction and immune response of HSV-2gD-Hsp70 DNA vac-

cine. Journal of Dermatological Science, 57(1):64–66, 2010.

[117] Abdullah Chandra Sekhar Talari, Zanyar Movasaghi, Shazza Rehman, and Ihtesham Ur Rehman.

Raman spectroscopy of biological tissues. Applied Spectroscopy Reviews, 50(1):46–111, 2015.

[118] Ines Latka, Eliana Cordero, Ines Latka, Christian Matthäus, Iwan W Schie, Jürgen Popp, and In-
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[243] Brigitte Dréno and Linda Stein Gold. Acne Scarring: Why We Should Act Sooner Rather Than

Later. Dermatology and Therapy, 11(4):1075–1078, 2021.

[244] Greg J. Goodman and Jennifer A. Baron. Postacne scarring: A qualitative global scarring grading

system. Dermatologic Surgery, 32(12):1458–1466, 2006.

[245] Maya Valeska Gozali, Bingrong Zhou, and Dan Luo. Effective treatments of atrophic acne scars.

Journal of Clinical and Aesthetic Dermatology, 8(5):33–40, 2015.

[246] Douglas Fife. Practical evaluation and management of atrophic acne scars: Tips for the general

dermatologist. Journal of Clinical and Aesthetic Dermatology, 4(8):50–57, 2011.

136



[247] Douglas Fife and Christopher B. Zachary. Combining Techniques for Treating Acne Scars. Current

Dermatology Reports, 1(2):82–88, 2012.

[248] Diane Thiboutot, Harald Gollnick, Vincenzo Bettoli, Brigitte Dréno, Sewon Kang, James J. Leyden,
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Francisco Javier González Contreras. Diseño y Fabricación de Sustratos SERS para Detección de

Enfermedades Orales. Lazos UC, pages 34–38, 2022.

144


	Índice de figuras
	Índice de tablas
	Introducción
	Métodos Ópticos para el Diagnóstico Médico
	Espectroscopía Raman
	Espectroscopía de Reflectancia Difusa
	Imagenología por Termografía Infrarroja Digital

	Métodos Ópticos para Tratamiento
	Tratamiento Láser
	Terapia Fotodinámica

	Aplicaciones de la Óptica en la Dermatología

	Dermatosis Mas Comunes - Diagnóstico y Tratamiento
	Dermatosis Mas Comúnes
	Transtornos de la Pigmentación
	Acné
	Rosácea
	Otros

	Espectroscopía Raman de la Piel
	Anatomía y Fisiología de la Piel
	Espectroscopía Raman de la Piel
	Colágeno Tipo-I
	Colágeno Tipo-III
	Colágeno Tipo-IV
	Colágeno Tipo-V
	Conclusiones

	Diagnóstico y Monitoreo Óptico de Cicatrices de Acné bajo Cirugía Láser Fraccional Ablativa  CO2 
	Cicatrices de Acné
	Tratamientos para las Cicatrices de Acné
	Regeneración de la Piel
	Monitoreo de los Incrementos de Temperatura Inducidos por la Cirugía Láser Fraccional Ablativa utilizando Imagenología por Termografía Infrarroja Digital
	Valoración de la Piel Regenerada por medio de Espectroscopía Raman In Vivo
	Clasificación y Discriminación de Cicatrices de Acné utilizando Mediciones de Espectroscopía de Reflectancia Difusa In Vivo
	Evaluación de la Pigmentación y del Eritema Inducido por medio de Espectroscopía de Reflectancia Difusa In Vivo
	Conclusiones

	Métodos Ópticos en Pacientes con Rosácea
	Tratamientos para el Manejo de Rosácea
	Patrón Térmico de Individuos Sanos
	Patrón Térmico de Pacientes con Rosácea
	Método de Clasificación No-Invasivo para Pacientes con Rosácea basado en el Patrón Térmico Facial
	Método de Diagnóstico No-Invasivo para Pacientes con Rosácea utilizando Espectroscopía Raman
	Conclusiones

	Discusión
	Conclusiones y Trabajo a Futuro
	Productividad Académica
	Artículos Indexados
	Participación en Concursos
	Presentación en Congresos Nacionales e Internacionales
	Artículos de Divulgación

	Bibliografía

