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Resumen

La espectroscopia de reflectancia difusa (ERD) es una de las
técnicas opticas minimamente o no invasivas empleadas por
muchos autores por su facilidad de aplicacion a nivel clinico.
Entre sus aplicaciones se encuentra el diagndstico de patologias
diversas, en especial la deteccion de lesiones tumorales. En este
trabajo se investiga la influencia de la distancia sonda-medio
turbio en la forma y valores del espectro de reflectancia difusa
registrado con una sonda comercial de fibras opticas en fantomas
de plastilina de tres colores: rojo, azul y verde. El montaje dptico
experimental implementado estuvo conformado por una fuente de
luz, un espectrometro de fibra optica y una sonda de fibras
opticas colocada ligeramente en contacto y perpendicular a la
superficie de los fantomas. La distancia sonda-fantoma se vario
mediante un mecanismo de desplazamiento micrométrico
espacial, y se seleccionaron especificamente tres distancias: 1, 2
y 5 mm. Este estudio tiene un impacto directo en la aplicacion
clinica de la espectroscopia de reflectancia difusa, ya que en el
entorno clinico es habitual que se produzcan variaciones en las
distancias de aplicacion, lo que puede tener una gran influencia
en el resultado diagnostico de la técnica.

1. Introduccion

El estudio y aplicacion de las metodologias opticas no
invasivas ha sido de gran interés en las ultimas décadas
especialmente por su amplio campo de aplicacion. En
particular la espectroscopia de reflectancia difusa (ERD)
implementada mediante el uso de sondas opticas ha sido
utilizada en variadas aplicaciones biomédicas [ 1-5], ya que
es relativamente sencilla y de menor complejidad para su
implementacion. La ERD se enfoca en el analisis de los
espectros de reflectancia que se obtienen a través de la
radiacion electromagnética reflejada por una superficie
como producto de la luz que incide sobre un medio,
después de propagarse a través de este [6, 7]. Normalmente
esta reflectancia puede ser de dos tipos: reflectancia
especular o reflectancia difusa.

A partir del procesamiento de la informacion contenida en
la luz reflejada difusamente de una superficie o tejido es
posible inferir el estado y composicion de una muestra, por
esta razén, es importante registrar correctamente los
espectros para evitar perder informacion de las muestras o
en caso contrario, limitar la introduccion de informacion
ajena a las propiedades de la muestra. Dado que el calculo
del porcentaje de reflectancia (%R) se basa en una relacion
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entre un estandar y la medicion de la muestra, ambos a una
distancia especifica, la mas minima modificacion haria que
todo el espectro cambiara. Es por ello por lo que la
aplicacion de la ERD implica diversas consideraciones y
efectos a fin de garantizar la veracidad de los datos
obtenidos. Por ejemplo, el efecto de la presion ejercida en
tejidos in-vivo [8-11] y ex-vivo [12, 13], el angulo de
incidencia de la sonda [14—16], la distancia sonda-muestra
[15, 17-20], la eficiencia de recoleccion en dependencia de
la geometria de la sonda, y la distancia de deteccion (r)
[21-24], pueden modificar significativamente el espectro
adquirido. El anélisis de la influencia de la distancia sonda-
muestra ha sido abordado para intervalos de distancias (10-
1000 um) [14-16] donde es mas frecuente la incidencia de
este tipo de error durante la toma de espectros por parte de
un operador humano, y menos frecuentemente reportado
para distancias superiores a 1 mm. En este trabajo se evalua
el efecto de la distancia sonda-muestra para tres distancias
sonda-fantoma: 1, 2 y 5 mm, categorizadas como
distancias notables al ser mas perceptibles, por lo que se
espera sean de menor frecuencia en la practica, pero
determinantes para delimitar el rango maximo permitido de
la distancia sonda-muestra durante la toma de espectros
para muestras inertes y en base al montaje propuesto.

2. Materiales y métodos

2.1 Montaje experimental para el registro de los
espectros

La Fig. 1 muestra el montaje Optico experimental para
llevar a cabo las mediciones de los espectros de
reflectancia difusa, los cuales se registran mediante un
espectrometro  de fibra optica (BLK-CXR-SR-50,
StellarNet Inc., USA) al cual se le acoplo, en su puerto
optico de entrada, uno de los extremos de una sonda
bifurcada de fibras Opticas (R600-8-UV/VIS-SR,
StellarNet Inc., USA). El otro extremo de la sonda se
acoplé a una fuente de luz de deuterio-tungsteno
(Hamamatsu L10671, Hamamatsu Photonics, Japan) que
presenta una emision espectral en la region UV-visible-IR
(200-1600 nm). El extremo comtn de la sonda se coloco
en ligero contacto con la superficie de los fantomas de
plastilina durante las mediciones espectrales. Para ello los
fantomas se posicionaron debajo del extremo comun de la
sonda mediante una plataforma plana metalica. La
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distancia sonda-superficie de los fantomas se varid por
medio de una plataforma micrométrica con
desplazamientos XYZ (RB13M/M, Thorlabs, Newton, NJ,
USA).

Los detalles cuantitativos y de la geometria de la sonda de
fibras Opticas utilizada, asi como el procedimiento y
caracteristicas de los fantomas implementados,
corresponden a los reportados en [19]. Para ello se
emplearon tres fantomas de 180 gramos elaborados a base
de plastilina azul, verde y roja en forma de cilindros de 6
cmx 3.5 cm.

Sonda de
Fibra dptica

Equipo de computd

Espectrometro

Plataformade
desplazamiento

Figura 1. Instalacion experimental implementada en la toma de
espectros de reflectancia difusa en fantomas de plastilina.

2.2 Registro de los espectros de reflectancia difusa

Los espectros de reflectancia difusa fueron adquiridos con
un tiempo de integracion de 500 milisegundos, 5 lecturas
promediadas y 4 pixeles de suavizado. Los parametros de
adquisicion se mantuvieron fijos en todas las mediciones.
En total se efectuaron 4 mediciones para cada distancia
establecida y fueron promediadas para su presentacion
grafica. Primero se capturaron las curvas espectrales en
contacto con la superficie de cada plastilina, colocando la
sonda gentilmente en el centro de ellas y posteriormente la
sonda se desplazo verticalmente hacia arriba manipulando
el mecanismo de desplazamiento lineal a lo largo del eje Z
de la plataforma micrométrica estableciendo los valores 1,
2y 5 mm.

3. Resultados y discusion

En las Fig. 2 aparece el resultado de los espectros de
reflectancia difusa obtenidos experimentalmente para los
tres tipos de fantomas (azul, verde y rojo) cuando la
distancia sonda-fantomas se establecio en los tres valores
especificados previamente (1, 2 y 5 mm), ademas del
espectro promedio obtenido para las mediciones realizadas
en contacto. Se observa que la firma espectral (la forma y
posicion caracteristica) de las curvas de reflectancia difusa
para un mismo tipo de fantoma es muy similar para las tres
distancias sonda-fantoma utilizadas. Es importante resaltar
que la forma de estas curvas es semejante a las obtenidas
en [19] para otro conjunto de distancias sonda-fantomas
(10, 20, 30, 50, 100, 500 um), motivo por el cual es posible
observar las bandas espectrales caracteristicas de cada uno
de los fantomas. Como puede apreciarse los maximos de
reflexion difusa de los tres tipos de fantomas concuerdan

bastante bien con los maximos de las curvas espectrales de
reflexion de pigmentos de color azul, verde y rojo [25].
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Figura 2. Curvas espectrales obtenidas a las distancias sonda-
muestra de 1, 2 y 5 mm para tres fantomas de plastilina: a)
espectros correspondientes a la plastilina azul, b) espectros
correspondientes a la plastilina verde y c¢) espectros
correspondientes a la plastilina roja.

Si bien la distancia sonda-muestra no afecté la forma de los
espectros, no fue asi con el porcentaje de reflectancia.
Como se puede apreciar la mayoria de los casos registrd
una menor reflectancia en comparacion a la registrada en
contacto con la muestra, especialmente en las bandas
caracteristicas para cada plastilina [19]. De manera
semejante se observo generalmente un menor porcentaje de
reflectancia difusa (%R) para una separacion sonda
fantoma de 2 mm, contrario a lo esperado, dado que se
podria suponer una disminucién del %R conforme al
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incremento en la distancia sonda-fantoma. No obstante, el
%R obtenido a 5 mm fue siempre ligeramente superior al
registrado a 2 mm, pero inferior respecto de las mediciones
realizadas en contacto y a 1 mm. Esto podria ser debido a
las propiedades de esparcimiento de estas muestras y su
relacion con la apertura numérica de las fibras Opticas.
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Figura 3. Grdficas correspondientes al calculo del error relativo
porcentual de las mediciones realizadas a una distancia sonda-
muestra de 1, 2 y 5 mm respecto a las curvas espectrales
obtenidas en contacto: a) Er (%) para la plastilina azul, b) E, (%)
para la plastilina verde y c) Er (%) para la plastilina roja.

Con la finalidad de corroborar los resultados anteriores se
realizé el célculo del error relativo porcentual (Er (%)).
Este andlisis confirma que a mayor distancia entre la
muestra y la superficie de medicion el porcentaje de error
relativo porcentual (E%) aumenta significativamente,
aunque existe una minima diferencia entre los valores

obtenidos a 2 y 5 mm, siendo ligeramente inferior el Er (%)
para 5 mm. Estos resultados se corresponden con el analisis
de las graficas de las curvas espectrales previamente
descrito. Por lo tanto, en este estudio se obtuvieron errores
relativos porcentuales de magnitudes elevadas respecto a
las mediciones realizadas en contacto. Un aspecto
relevante es que para las tres muestras se obtuvo un menor
error relativo porcentual para la region del infrarrojo
cercano respecto de la region visible, sin embargo, estos
aun continvan siendo valores considerables.

Por otra parte, se obtuvo que los valores del Er (%) fueron

siempre menores para la plastilina roja respecto a los otros
dos fantomas, tal y como es posible observar en la Figura
3-c), cuya banda espectral caracteristica concuerda con la
region de las longitudes correspondientes al infrarrojo
cercano del espectro electromagnético.

En algunos trabajos previos se identifico la existencia de
un crecimiento monoténico del %R para distancias sonda-

piel entre 0 y 1000 pm. Sin embargo, este incremento no

es igual para todas las regiones anatomicas de medicion
[18], mientras que otros autores coinciden que este
crecimiento es perceptible solo para mediciones de
distancia sonda-tejido inferiores a 500 pm, y decrecen para
distancias superiores [20]. De manera semejante los
resultados obtenidos en este trabajo en comparacion a los

previamente obtenidos y reportados en [19] muestran que

existe un crecimiento significativo del %R en las
mediciones espectrales realizadas sobre fantomas de
plastilina cuando se varia la distancia sonda-fantoma entre
0y 50 pm, siendo a 50 um donde se obtuvo el méximo %R
para todas las muestras de plastilina usadas. Sin embargo,
para distancias inferiores a 30 um y superiores a 1 mm el
%R que se obtiene para la plastilina roja es inferior a la
obtenida en contacto, comportamiento que no ocurre en las

plastilinas verde y azul.

Los resultados presentados permiten corroborar que, si

bien la distancia sonda-muestra para superficies inertes no

altera la firma espectral de la muestra, el porcentaje de
reflectancia difusa obtenido es susceptible a estas
variaciones, tal como se reporta para rangos de distancias
sonda-muestra inferiores en muestras inertes [19]. En
consecuencia, los resultados de este trabajo contribuyen a
ampliar el rango de distancias bajo analisis, elemento
fundamental en la practica clinica con objeto de obtener
medidas que permitan realizar un diagnodstico adecuado

basado en espectros de reflectancia.

4. Conclusiones

En este estudio los resultados muestran que la distancia
entre la sonda multi-fibra usada en nuestro montaje
experimental garantiza que se mantenga la firma espectral
de los fantomas de plastilina azul, verde y roja
implementados en este trabajo. Sin embargo, los errores
introducidos por un operador para la distancia sonda-
muestra para este tipo de mediciones deben permanecer por
debajo de 1 mm, siendo el minimo posible dado que el

porcentaje de reflectancia difusa para las bandas relevantes

de informaciéon se pueden ver comprometidas para
distancias superiores, especialmente cuando se traslada a
aplicaciones in-vivo para la discriminacion de tejidos.
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Estos resultados son particularmente interesantes en
fantomas de plastilina de color rojo, al ser los fantomas con
mejor respuesta espectral, ya que su firma espectral tiene
un comportamiento mas parecido a la hemoglobina en la
region visible del espectro. Como trabajo futuro se plantea
reproducir este estudio para evaluar los resultados sobre
tejido in vivo.
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