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DESCRIPCION
Sistemas y procedimientos de analisis microscépico de una muestra
Campo técnico de la invencién

La presente descripcidn se refiere a sistemas y procedimientos para el analisis microscépico de una muestra, y en
particular se refiere al analisis microscépico de un tejido biolégico, en particular piel.

Estado de la técnica

En el contexto de un examen dermatolégico en particular, se conoce la realizacién de un examen dermatoscdpico, es
decir, una visualizacién de la superficie de la piel mediante un instrumento 6ptico de aumento, seguida de un analisis
microscépico local en funcién de las observaciones realizadas en la imagen de campo amplio obtenida por el examen
dermatoscépico. El analisis microscépico incluye, por ejemplo, imagenes microscépicas o analisis espectroscépicos.

Las técnicas de formacién de imégenes incluyen, pero no se limitan a, técnicas de microscopia confocal como, por
ejemplo, la técnica descrita en Raj adhyaksha et a/ [Ref. 1] o K. Kénig et al [Ref 2] para microscopia no lineal. También
se conocen técnicas de microscopia de coherencia éptica (u OCM segun la expresioén anglosajona “Optical Coherence
Microscopy “), ya sea en el dominio del tiempo (“Time Domain OCM”) o en el dominio de la frecuencia (“Frequency
Domain OCM”). Las técnicas OCM incluyen una combinacién de tomografia de coherencia 6ptica y microscopia
confocal (véase, por ejemplo, Schmitt et a/ [Ref. 3]) para mejorar la resolucién lateral.

Més concretamente, la solicitud de patente W02015092019 [Ref. 4] describe una técnica para visualizar la estructura
interna de un objeto semitransparente dispuesto en el foco del objetivo de un microscopio, por ejemplo un tejido
biolégico, con el fin de obtener secciones verticales o "B-Scans" ortogonales a la superficie del objeto, a gran velocidad
(varias secciones por segundo), con una alta resolucién espacial, es decir, del orden de 1 uym, tanto axial como
lateralmente, y una profundidad de penetracién satisfactoria, del orden de un milimetro. Esta técnica se basa en la
microscopia de coherencia éptica, pero presenta una configuracion de filtrado confocal lineal o unidimensional (en una
direccién); para lograrlo, la linea de iluminacién se conjuga &6pticamente, en particular mediante el objetivo del
microscopio, con un detector lineal cuya zona de deteccién tiene una anchura sustancialmente idéntica a la anchura
de la imagen de la linea, lo que da lugar al filtrado espacial de una regién del objeto que debe observarse. Esta técnica
se conoce como LC-OCT (Line-field Confocal Optical Coherence Tomography).

El articulo de Y. Chen et al. [Ref. 5] también ha propuesto un dispositivo de microscopia de tomografia de coherencia
Optica de barrido lineal, pero en el que una muestra se mueve en un plano perpendicular a un eje éptico del objetivo
del microscopio, y en una direccién perpendicular a la linea de iluminacién, lo que permite formar imégenes delante
de la muestra (o "C-Scans").

Las técnicas de analisis espectroscépico de una muestra, y en particular de un tejido biolégico como la piel, incluyen,
entre otras, la espectroscopia Raman, que permite formar una huella molecular de un tejido bioldgico, como se
describe, por ejemplo, en Schleusener et al. [Ref. 6]. El articulo de revisién de E. Drakaki et al. la [Ref. 7] presenta una
visién general de las diferentes técnicas de espectroscopia aplicadas al analisis microscépico de la piel.

Todas las técnicas de analisis microscépico descritas anteriormente, ya sea para imagenes o espectroscopia, utilizan
un objetivo de microscopio con una gran apertura numérica nominal, tipicamente mayor o igual a 0,5, para un campo
de visién determinado, tipicamente entre aproximadamente 0,2 mm y aproximadamente 1,5 mm.

En la practica, para obtener informacion relevante durante el anélisis microscépico, es importante que el profesional
encuentre, durante el analisis microscépico, la zona que parecia sospechosa en la imagen obtenida durante el examen
dermatoscépico.

Sin embargo, localizar con precisién una zona sospechosa identificada mediante dermatoscopia utilizando el anélisis
microscdpico es complejo, porque las iméagenes en las que es posible basar la visualizacién se obtienen sobre campos
mucho mas pequefios que en dermatoscopia, y tienen un aspecto muy diferente. Esto es ain mas critico cuando el
analisis microscdpico no produce imagenes, como la microespectroscopia Raman.

Se han propuesto varias soluciones para permitir a un profesional identificar el campo de analisis microscépico en la
imagen dermatoscépica.

La solicitud de patente WO2017139712 [Ref. 8] por ejemplo, describe un sistema en el que se combinan
la microscopia confocal (0 RCM segun la abreviatura de la expresion anglosajona «réflectance confocal microscopy»)
y la dermatoscopia de campo amplio (0 WFD segun la abreviatura de la expresién anglosajona “widefield
dermoscopy”’). Para ello, se integra una microcamara directamente en el objetivo del microscopio para formar una
imagen de reflexion de campo amplio de la superficie. Sin embargo, este sistema es complejo de fabricar e integrar, y
las imagenes obtenidas por la microcdmara son de calidad mediocre.
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La Patente US7864996 [Ref. 9] describe un sistema de imagen confocal acoplado a un dermatoscopio. El
dermatoscopio esta montado en un mdédulo fijado a la piel y permite obtener imagenes de la misma zona que el
microscopio confocal, que puede fijarse al mismo mddulo. Se adquiere una imagen dermatoscépica (o
"macroscépica”), seguida de imagenes confocales. Se realiza una correlacién precisa entre las imagenes para
representar en la imagen dermatoscdpica la posicidn de la imagen formada por el sistema de imagen confocal. Sin
embargo, el sistema descrito requiere un médulo adicional para acoplar dos sondas separadas, ya que es dificil acoplar
este médulo en cualquier parte de la piel. Ademas, para obtener una correlacién entre las imagenes dermatoscépicas
y confocales debe seguirse un procedimiento complejo para la adquisicién de imagenes.

En microespectroscopia Raman, se describe en Z. Wu et a/. [Ref 10] cémo adquirir y localizar sefiales micro-Raman
en tejidos mediante imagenes de microscopia de reflexién confocal, utilizando una Unica fuente laser. Sin embargo,
una imagen confocal es menos facil de utilizar como imagen de referencia para un profesional que una imagen
dermatoscoépica.

La presente descripciéon propone dispositivos y procedimientos de analisis microscépico que ofrecen al usuario la
posibilidad de localizar con precisién, mediante un proceso de adquisicién sencillo, el campo de anélisis microscépico
en una imagen de reflexién de superficie de campo amplio, cuya calidad de imagen se aproxima a la calidad de una
imagen dermatoscépica.

Sumario de la invencién

En la presente descripcion, el término "comprender” significa lo mismo que "incluir’, "contener”, y es inclusivo o abierto
y no excluye otros elementos no descritos o representados. Ademés, en la presente descripcidn, el término
"aproximadamente" o "sustancialmente" es sinénimo de (significa lo mismo que) un margen de menos y/o més del
10%, por ejemplo el 5%, del valor respectivo.

Segun un primer aspecto, la presente descripcion se refiere a un sistema para el analisis microscépico de una muestra
que comprende:

. un canal de anélisis microscépico que comprende:

o un objetivo de microscopio con una apertura numérica nominal determinada en un campo de visiéon dado;

o un canal de iluminacién configurado para iluminar la muestra a través del objetivo del microscopio segln
un primer patrén de iluminacién y en una primera banda espectral;

o un canal de deteccion que comprende dicho objetivo de microscopio, estando dicho canal de deteccién
configurado para detectar en dicho campo de visién y de acuerdo con un patrén de deteccién, un haz de
luz emitido por la muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra y generar una sefial de
deteccion;

o una unidad de procesamiento configurada para generar informacién para el andlisis microscépico de la
muestra a partir de dicha sefial de deteccion;

. un canal de visualizacién que comprende:

o dicho objetivo de microscopio;

o un dispositivo de iluminacién de campo completo configurado para iluminar la muestra en una segunda
banda espectral;

o un detector bidimensional,

o uno o mas elementos de formacién de imagenes que forman, con dicho objetivo de microscopio, un
dispositivo de formacién de imagenes de campo completo configurado para conjugar épticamente un
campo efectivo dado de la muestra que abarca dicho campo de visién con un area de deteccién del
detector bidimensional, y para formar una imagen de visién de reflexion superficial de dicho campo
efectivo;

. un elemento divisor de haz dispuesto aguas arriba del objetivo del microscopio para separar el canal de analisis
y el canal de visualizacién;

. un médulo de representacién configurado para representar dicha imagen de visualizacién y, en dicha imagen de
visualizacién, un elemento de imagen que indique la posicién de dicho patrén de deteccion. En la presente
descripcién, se entiende por "campo de visién" del objetivo del microscopio una regién de un plano focal del
objetivo del microscopio situada en el espacio objeto (espacio muestra) para la que el fabricante garantiza una
apertura numérica nominal. Una apertura numérica nominal esta, por ejemplo, entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 1,4, por ejemplo entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 0,9. El campo de visién
puede definirse mediante un circulo con un diametro comprendido entre aproximadamente 100 um y
aproximadamente 5 mm, por ejemplo entre aproximadamente 500 um y aproximadamente 1,5 mm.
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Se denomina "campo efectivo” del objetivo del microscopio, un campo en el espacio del objeto (espacio de la muestra)
que estd incluido en un campo total del objetivo del microscopio, que abarca dicho campo de visiéon y cuyas
dimensiones estan limitadas por el dispositivo de formacién de imégenes de campo completo del canal de
visualizacién. El campo efectivo puede definirse mediante un circulo con un didmetro comprendido entre
aproximadamente 1 mm y aproximadamente 10 mm, por ejemplo entre aproximadamente 2 mm y aproximadamente
5 mm.

En la presente descripcién, el patrén de iluminacion depende del canal de iluminacién del canal de anélisis
microscopico y puede comprender un punto de iluminacién, una linea de iluminacién o una superficie de iluminacion,
por ejemplo una superficie rectangular resultante de escanear un punto de iluminacién o una linea de iluminacién. Un
punto de iluminacién se define més precisamente como el patrén de difraccion resultante del enfoque, por el objetivo
del microscopio del canal de andlisis microscopico, de un haz de luz colimado que incide sobre dicho objetivo. El
patrén de iluminacién también puede incluir una superficie de iluminacién que no resulte del barrido, por ejemplo una
superficie con una geometria circular, en el caso de un canal de analisis microscépico de campo completo. El haz de
luz emitido por la muestra en respuesta a la iluminacién de la misma puede ser un haz reflejado, un haz retrodispersado
o el resultado de un proceso de emisién a otra longitud de onda (por ejemplo, fluorescencia, dispersién Raman, etc.)

Ademas, el patrén de deteccidén estéa incluido en el campo de visidén y esta incluido en el patrén de iluminacién o es del
mismo orden de magnitud, y depende del canal de deteccion del canal de anélisis microscdpico. El patrdn de deteccion
puede comprender un punto de deteccién, una linea de deteccién o una superficie de deteccién, por ejemplo una
superficie rectangular resultante del barrido de una linea o, en el caso de un canal de analisis microscépico de campo
completo, una superficie épticamente conjugada con un area de detecciéon de un detector. Un punto de deteccion se
define aqui en el espacio del objeto por una zona elemental conjugada épticamente con un detector elemental de un
detector del canal de deteccién del canal de analisis microscépico.

El depositante ha demostrado que el sistema de analisis microscopico de una muestra segln el primer aspecto permite
a un usuario localizar con precisién el campo de anélisis microscépico en una imagen de reflexién de superficie de
campo amplio, o "imagen a simple vista". Esta imagen de reflexiéon superficial de campo amplio puede tener una
calidad de imagen cercana a la de una imagen dermatoscépica porque el canal de visualizacién esta desplazado. Sin
embargo, el sistema sigue siendo muy compacto en comparacién con los sistemas mas avanzados que requieren dos
sondas ([Ref 9], por ejemplo).

Seguln una o mas realizaciones, el dispositivo de formacién de imagenes de campo completo del canal de visualizacién
tiene, en el espacio objeto del objetivo del microscopio, una apertura numérica estrictamente menor que la apertura
numérica nominal del objetivo del microscopio. De este modo, es posible beneficiarse por el canal de visualizacién de
un campo de visién efectivo mayor que el campo de visién, limitando al mismo tiempo las aberraciones y el vifieteado
potencial, y manteniendo unas dimensiones limitadas para el elemento o elementos de imagen que forman el
dispositivo de imagen de campo completo. Portanto, se ha mejorado alin mas la calidad de la imagen de visualizacién.

Seguln una o més realizaciones, dicho canal de visualizacién comprende ademas un diafragma para limitar la apertura
numérica del dispositivo de formacién de imagenes de campo completo. In other embodiments, it is directly one of said
imaging elements forming the full-field imaging device that is configured to further form a diaphragm for limiting the
numerical aperture of the full-field imaging device.

Segln una o més realizaciones, el dispositivo de formaciéon de imégenes de campo completo de dicho canal de
visualizacién es ajustable en enfoque. Esto hace posible formar una imagen de visualizacién en reflexién de la
superficie de la muestra incluso cuando el canal de analisis microscépico obtiene imagenes en profundidad de la
muestra (como en el caso de las imagenes OCM, por ejemplo).

Segln una o mas realizaciones, el dispositivo de iluminacién de campo completo del canal de visualizacién comprende
una pluralidad de fuentes de luz dispuestas en una periferia de una cara distal del objetivo del microscopio, es decir,
la cara del objetivo del microscopio en el espacio de la muestra. Esta configuracién permite la iluminacién directa de
la muestra. Alternativamente, la iluminacién de campo completo del canal de visualizacién puede comprender una
fuente dispuesta aguas arriba del objetivo del microscopio y un elemento divisor del haz, por ejemplo un cubo divisor,
configurado para dirigir un haz de iluminacién a través del objetivo del microscopio hacia la muestra.

Segln una o mas realizaciones, la segunda banda espectral difiere al menos parcialmente de la primera banda
espectral y dicho canal de visualizacién comprende medios para reducir la potencia luminosa al menos en dicha
primera banda espectral. En algunos casos, un haz que ilumina la muestra en el canal de iluminacién del canal de
analisis microscépico puede tener una potencia luminosa lo suficientemente fuerte como para deslumbrar al detector
del canal de visualizacién. Al reducir la potencia luminosa al menos en dicha primera banda espectral, se limita este
riesgo de deslumbramiento.

Segln una o mas realizaciones, la segunda banda espectral difiere al menos parcialmente de la primera banda
espectral y dicho elemento divisor de haz comprende una placa o cubo dicroico, configurado para separar los haces
en cada una de dichas bandas espectrales primera y segunda. La placa dicroica constituye entonces un medio para
reducir la potencia luminosa en dicha primera banda espectral. Segln una o més realizaciones, el canal de anélisis

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2989432 7T3

microscdpico comprende un dispositivo para escanear un haz de iluminaciéon de la muestra y un haz emitido por la
muestra en respuesta a dicha iluminacidén de la muestra y dicho elemento divisor de haz forma parte del dispositivo de
escaneo.

Segln una o mas realizaciones, dicho elemento de imagen que indica la posicién de dicho patrén de deteccién
comprende un elemento grafico determinado mediante calibracion previa. Esta configuracién es particularmente
ventajosa cuando el patrén de iluminacién no es detectado por el detector del canal de visualizacién, ya sea porque el
detector del canal de visualizacién no es sensible en la primera banda espectral, o porque la primera banda espectral
esta cortada en el canal de visualizacidén para limitar el deslumbramiento. Esta configuracién también es ventajosa
cuando el patrén de iluminacién es dificil de identificar en la imagen de visualizacién, o si el patrén de deteccidén es
sustancialmente diferente del patrén de iluminacion.

Segln una o més realizaciones, dicho canal de analisis microscépico es un canal de imagen confocal y/o de imagen
tomografica de coherencia 6ptica y dicha informacién de analisis microscépico de la muestra comprende al menos una
imagen de la muestra. Por ejemplo, el canal de analisis microscépico es un canal de imagenes de tomografia de
coherencia 6ptica como se describe en el estado de la técnica y esta configurado para formar B-Scans, C-Scans (o
imagenes en cara) de la muestra o imagenes 3D de la muestra. Se sabe que una imagen transversal " B-Scan " de la
muestra es una imagen formada en un plano paralelo al eje 6ptico del objetivo del microscopio; una imagen
transversal "C-Scan " de la muestra es una imagen formada en un plano perpendicular al eje 6ptico del objetivo del
microscopio , y una imagen 3D de la muestra resulta de la adquisicién de una pluralidad de imagenes B-Scans o C-
Scans y permite asi analizar la muestra en un volumen.

Segln una o mas realizaciones, dicho canal de analisis microscépico es un canal de analisis espectroscépico y dicha
informacién de analisis microscépico de la muestra comprende al menos un espectro de dicho haz de luz emitido por
la muestra en al menos un punto de la muestra.

Segun un segundo aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de analisis de una muestra, que
comprende:

. analisis microscépico de la muestra mediante un canal de anélisis microscépico que comprende un objetivo de
microscopio de determinada apertura numérica nominal en un determinado campo de visién, dicho analisis
microscdpico comprende:

o iluminar la muestra a través del objetivo del microscopio segin un primer patrén de iluminacién determinado
y en una primera banda espectral;

o detectar en dicho campo de visién y de acuerdo con un patrén de deteccién, un haz de luz emitido por la
muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra para formar una sefial de deteccion;

o procesar dicha sefial de deteccién para generar informacién para el anélisis microscépico de la muestra;

. formacion de una imagen de visualizacién por reflexion superficial de un determinado campo de visién efectivo
de la muestra que abarca dicho campo de visién, mediante un canal de visualizacién que comprende dicho
objetivo de microscopio, un detector bidimensional, uno o més elementos de formacién de imagenes
configurados para formar con dicho objetivo de microscopio un dispositivo de formacién de imagenes de campo
completo, comprendiendo la formacién de la imagen de visualizacion:

o iluminacién de campo completo de la muestra en una segunda banda espectral;

o conjugacién optica del campo efectivo de la muestra con un érea de deteccién del detector bidimensional,
por medio de dicho dispositivo de formacién de imagenes de campo completo, para formar dicha imagen de
visualizacion;

. mostrar dicha imagen de visualizacién y, en dicha imagen de visualizacién, mostrar un elemento de imagen que
indique la posicién de dicho patrén de deteccién.

Segln una o mas realizaciones, el analisis microscépico de la muestra y la formacién de una imagen de visualizacién
se llevan a cabo de forma continua, lo que implica que las fuentes de iluminacién del canal de anélisis y del canal de
visualizacién estdn ambas en funcionamiento cuando el sistema de analisis microscépico estd en uso. Esta
configuracién es posible en particular en el caso en que un haz de iluminacién procedente de la muestra en el canal
de anélisis microscopico sea invisible o muy atenuado en el canal de visualizaciéon, o mas generalmente cuando el
haz de iluminacién procedente de la muestra en el canal de anélisis microscépico no perturbe la adquisicién de la
imagen de visualizacion.

Segln una o mas realizaciones, el procedimiento de analisis de una muestra segln el primer aspecto comprende:

. una primera etapa de formacién de una imagen a simple vista de la muestra sin iluminar el canal de analisis
microscopico,
. deteccién de una zona de anélisis de interés en la imagen de visualizacidén de la muestra y
. analisis microscopico de dicha muestra en dicha zona de interés.
5
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Esta configuracién es de interés en particular en el caso en que un haz que ilumina la muestra en el canal de anélisis
microscdpico puede interferir con la deteccién en el canal de visualizacién, pero la iluminacién de la muestra en el
canal de visualizacién no interfiere con la deteccién en el canal de analisis microscépico.

También es posible apagar la iluminacién del canal de visualizacién durante el analisis microscépico de la muestra si
la iluminacién de la muestra en el canal de visualizacién perturba la deteccién en el canal de analisis microscépico. En
este caso, el analisis microscépico de la muestra y la formacién de una imagen de visualizacién se realizan
sucesivamente.

Segln una o mas realizaciones, el analisis microscopico de la muestra comprende imagenes confocales y/o
tomograficas de coherencia éptica de la muestra para formar imagenes B-Scans, C-Scans 0 3D de la muestra. Segun
una o mas realizaciones, el procedimiento comprende ademés la representacién de al menos una de dichas iméagenes
B-Scans y C-Scans, y/o en el caso de formar una imagen 3D, la representacién de al menos una de dichas imagenes
B-Scans y C-Scans extraidas de la imagen 3D.

Por ejemplo, el analisis microscépico de la muestra comprende la formacién de imagenes de tipo B-Scan con una tasa
de formacién de imagenes dada y dicha tasa de formacién de imagenes esta sincronizada con una tasa de adquisicién
de las imagenes de visualizacién. Dado que la adquisicién de imagenes B-Scans puede requerir que el haz de
iluminacién se explore profundamente en la muestra, por ejemplo mediante el desplazamiento axial del objetivo del
microscopio, la sincronizaciéon garantiza que las imagenes de visualizacién se adquieran con el objetivo del
microscopio en la misma posicién relativa a la superficie de la muestra.

Segln una o més realizaciones, el analisis microscépico de la muestra comprende un anélisis espectroscépico de la
muestra.

Segln una o varias realizaciones, el procedimiento segin el segundo aspecto comprende una etapa de calibracién
previa que permite determinar para dicho elemento de imagen un elemento grafico que indica la posicién de dicho
patrén de deteccion.

Seguln una o mas realizaciones, el procedimiento segln el segundo aspecto comprende ademas mostrar un marcador
superpuesto a dicho elemento de imagen de la imagen de visualizacién, dicho marcador permitiendo a un usuario
apuntar a un punto de interés en el patrén de deteccién. Asi, en algunas realizaciones, un usuario puede posicionar el
marcador en dicho elemento de imagen para obtener informacién de analisis microscépico en la muestra en dicho
marcador. Alternativamente, en algunas realizaciones, un usuario puede seleccionar un punto de interés en la
informacién del anélisis microscépico y ver el marcador colocado en el lugar correspondiente del elemento de imagen.
Asi, por ejemplo, en el caso en que el anélisis microscépico de la muestra comprenda la formacién de imagenes B-
Scans y/o C-Scans de la muestra, un usuario podrd apuntar a un punto en una de dichas imagenes mostradas
simultdneamente con la imagen de visualizacién, por ejemplo mediante un reticulo, y ver el marcador posicionado en
la imagen de visualizacién, correspondiendo el marcador a la proyeccién del punto apuntado en la superficie de la
muestra. El usuario también puede colocar el marcador en la imagen de visualizacién y ver una reticula colocada en
una de dichas imagenes, en una posicién correspondiente a la del marcador.

Seguln una o mas realizaciones, la muestra es un tejido bioldgico, por ejemplo piel.
Breve descripcion de las figuras

Otras ventajas y caracteristicas de la invencién resultaran evidentes a partir de la descripcién, ilustrada por las
siguientes figuras:

[Fig. 1A], diagrama que ilustra un primer ejemplo de sistema de andlisis microscépico de una muestra segun la
presente descripcién;

[Fig. 1B], diagrama que ilustra un segundo ejemplo de sistema de analisis microscépico de una muestra segin la
presente descripcién;

[Fig. 1C], diagrama que ilustra un tercer ejemplo de sistema de analisis microscdpico de una muestra segun la
presente descripcién;

[Fig. 2], diagrama que ilustra, a titulo de ejemplo, un canal de visualizacién de un sistema de analisis microscdpico
de una muestra segun la presente descripcién;

[Fig. 3A], diagrama que ilustra, segln un primer ejemplo, un dispositivo para la obtencién de imagenes de campo
completo de un canal de visualizaciéon de un sistema de analisis microscépico segun la presente descripcién;
[Fig. 3B], diagrama que ilustra, segun un segundo ejemplo, un dispositivo para la obtencién de imégenes de campo
completo de un canal de visualizaciéon de un sistema de analisis microscdpico segun la presente descripcion;
[Fig. 4], un diagrama que muestra diferentes ejemplos de un campo de visién, un campo efectivo y un campo de
visién total del objetivo del microscopio, asi como diferentes patrones de deteccion;

[Fig. 5A], esquemas que ilustran las etapas de calibracién para determinar, para dicho elemento de imagen, un
elemento grafico que indica la posicién de dicho patrén de deteccién, segin un ejemplo aplicado a la imagen
microscopica;
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[Fig. 5B], diagramas que ilustran las etapas de calibracién para determinar, para dicho elemento de imagen, un
elemento grafico que indica la posicién de dicho patréon de deteccién, seglin un ejemplo aplicado al anélisis
espectroscépico;

[Fig. BA], una primera imagen que ilustra, segun un ejemplo, la representacién de una imagen de visualizacién y
de una imagen microscépica (B-Scan) obtenida mediante un procedimiento conforme a la presente descripcién;
[Fig. 6B], una segunda imagen que ilustra, segun este mismo ejemplo, la representacién de una imagen de
visualizacién y de una imagen microscépica (B-Scan) obtenida mediante un procedimiento conforme a la presente
descripcién;

[Fig. 7], imégenes que muestran un ejemplo de visualizacién de una imagen de visualizacién e imagenes
microscdpicas (B-Scan y C-Scan) obtenidas mediante un procedimiento conforme a la presente descripcion.

Descripcion detallada de la invencién

En la siguiente descripcién detallada, se exponen muchos detalles especificos para proporcionar una comprension
méas completa de la presente descripcion. Sin embargo, sera evidente para el experto en la materia que la presente
descripcion puede aplicarse sin estos detalles especificos. En otros casos, no se han descrito en detalle caracteristicas
bien conocidas para no complicar innecesariamente la descripcién.

En las figuras, los elementos no se muestran a escala para una mejor visibilidad.

La Fig. 1A muestra un primer sistema de anélisis microscépico 101 para una muestra S en el que el canal de anélisis
microscdpico es un canal de formacién de imagenes de barrido confocal (punto o linea), pudiendo ser la formacién de
imagenes no lineal.

El sistema de anélisis microscdpico 101 comprende un objetivo de microscopio 110 con una apertura numérica nominal
dada ON en un campo de visién dado, un canal de anélisis microscépico 140 que es un canal de formaciéon de
imagenes de barrido confocal, y un canal de visualizacién 150.

El canal de analisis microscépico 140 comprende en este ejemplo un canal de iluminacién 120 configurado para
iluminar la muestra a través del objetivo de microscopio 110 segin un patrén de iluminacién dado y en una primera
banda espectral y un canal de deteccién 130 que comprende dicho objetivo de microscopio 110, estando dicho canal
de deteccién configurado para detectar en el campo de visién y segln un patrén de deteccién dado, un haz de luz
emitido por la muestra en respuesta a dicha iluminacidén de la muestra. El canal de analisis microscépico 140 también
incluye una unidad de procesamiento 160 y un médulo de representacién 170.

El canal de iluminacién 120 del canal de analisis microscépico 140 comprende en este ejemplo una fuente de
iluminacién 121 y una lente o espejo cilindrico deflector 122 (opcional). El canal de iluminacién también comprende un
elemento divisor 141 (cubo divisor o ldmina divisora) y un elemento reflectante 142 (opcional) configurados para enviar
un haz de iluminacién emitido por la fuente de iluminacién 121 hacia el objetivo del microscopio 110, asi como un
dispositivo de barrido del haz de iluminacién 143 configurado para barrer el haz de iluminacién en una o dos
dimensiones. Un elemento separador 145 esta configurado para separar el canal de visualizacién 150 y el canal de
analisis microscépico 140. El elemento separador 145 es, por ejemplo, un cubo separador o una cuchilla separadora
con una relacioén reflexién/transmision de entre 10/90 y 90/10; puede ser de alrededor de 50/50. Ademas, una
plataforma opcional 111 fijada al objetivo del microscopio 110 permite el desplazamiento axial 112 del objetivo con
respecto a la muestra. La fuente de iluminacién 121 puede comprender, por ejemplo, una fuente de emisién de luz
colimada, monocromética y (espacialmente) coherente. La 4ptica y/o los filtros espaciales (no mostrados) pueden
hacer que la fuente sea colimada y/o coherente y/o monocromética. La longitud de onda de la fuente depende de la
aplicacién. Para la microscopia confocal que utiliza una reflexién del haz de iluminacién sobre la muestra, y aplicada
a la obtencién de imagenes de la piel, una longitud de onda tipica de la fuente de iluminacién es de unos 800 nm. En
el caso de la microscopia confocal con microscopia de fluorescencia o no lineal, la longitud de onda puede adaptarse
a la longitud de excitacién de fluorescencia o de emisién no lineal de la muestra. Dependiendo de la aplicacién, también
puede utilizarse una fuente policromatica. Ademas, en microscopia no lineal, por ejemplo microscopia CARS o SRS,
la fuente 121 puede comprender una pluralidad de fuentes de emision distintas (espacialmente coherentes,
monocrométicas y colimadas), combinadas mediante un cubo o un portaobjetos.

En el caso de fluorescencia/microscopia no lineal, se utiliza ventajosamente un elemento separador dicroico 141 que
refleja la longitud de onda de excitacién y transmite la longitud de onda de emisidén de la muestra (o viceversa).

El elemento 6ptico cilindrico 122 es opcional y permite la microscopia con iluminacién de campo lineal.

El escéner de haz de iluminacién 143 puede configurarse para la exploracidén bidimensional para formar una imagen
a partir de la exploracién de un punto de iluminacién. En el caso de un sistema de campo lineal con una lente de
desviacién cilindrica o un espejo 122, el dispositivo de exploracién del haz de iluminacién 143 puede configurarse para
la exploracién unidimensional. El dispositivo de exploraciéon puede comprender uno o mas elementos de exploracion
seleccionados entre los siguientes: espejos galvanométricos, espejos poligonales, sistemas de desviacién electro o
acusto-6pticos, 0 una combinaciéon de los mismos (en el caso de la exploracion bidimensional). El dispositivo de
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exploracién también puede incluir dptica para conjugar al menos uno de dichos elementos de exploracién con una
pupila de entrada del objetivo 110 del microscopio con el fin, por ejemplo, de evitar el vifieteado.

El canal de deteccion 130 del canal de analisis microscopico 140 comprende en este ejemplo un detector 138, el
objetivo de microscopio 110, el dispositivo de barrido 143 y los elementos reflectantes o parcialmente reflectantes 145,
142 (opcionales), 141 configurados para enviar un haz emitido por la muestra S en respuesta a dicha iluminacién de
la muestra hacia el detector 138. El canal de detecciéon 130 también comprende en este ejemplo un objetivo 131
configurado para conjugar 6pticamente, con el objetivo del microscopio, un plano de la muestra S con un éarea de
deteccién del detector 138. Por supuesto, el objetivo 131 o "lente tubular’ puede estar formado por varias lentes épticas
y también puede sustituirse por uno o varios elementos reflectantes, por ejemplo, un espejo esférico o parabélico.

El detector 138 comprende un sensor éptico con un area de deteccién, y también puede incluir filtros espaciales para
la deteccidén confocal, si las dimensiones del area de deteccién no lo permiten, y/o filtros espectrales para limitar la
banda de longitudes de onda detectadas a la banda de emisién de la muestra en el caso de un sistema de
fluorescencia/microscopia no lineal. El sensor puede comprender una zona de deteccién elemental (por ejemplo, un
fotodiodo) en el caso de un sistema de exploracién puntual, un sensor unidimensional (por ejemplo, una cdmara lineal)
en el caso de un sistema de campo lineal , 0 un sensor bidimensional en el que sélo se considera una regién de interés
para actuar como zona de deteccién elemental o como sensor unidimensional. Obsérvese que un sensor bidimensional
también puede utilizarse de forma "convencional' si se coloca un segundo dispositivo de exploracién similar al
dispositivo 143 aguas arriba del sensor. La unidad de procesamiento 160 recibe, de forma conocida, una sefial de
deteccién generada por el detector 138 y reconstruye imagenes microscépicas a partir de la sefial de deteccién, por
ejemplo una imagen 2D a partir de una sefial de deteccidn resultante de un barrido de un patrén de iluminacién puntual
o lineal.

La unidad de procesamiento esta conectada a un médulo de representacion 170 configurado para mostrar una imagen
de vista y, en la imagen de vista, un elemento de imagen que indica la posicién del patréon de deteccién, como se
ilustrara con més detalle mas adelante. La unidad de procesamiento también puede estar conectada a una unidad de
almacenamiento (no mostrada) para las imagenes y/o videos generados.

El sistema de andélisis microscépico 101 también comprende el canal de visualizacién 150. Como se ilustra en la Fig.
1A, el canal de visualizacién 150 comprende el objetivo de microscopio 110, el elemento divisor de haz 145, un
dispositivo de iluminacién de campo completo 158 configurado para iluminar la muestra en una segunda banda
espectral, un detector bidimensional 155 con un érea de deteccién 156, y uno o més elementos de formacién de
imagenes representados en la Fig. 1A por elementos 151, 152 configurados para formar, con dicho objetivo de
microscopio 110, un dispositivo de formacién de imagenes de campo completo que conjuga épticamente un campo
efectivo dado de la muestra con el area de deteccidn 156 del detector bidimensional 155. De este modo, el canal de
visualizacién permite formar una imagen de visién en reflexién superficial del campo efectivo que, como se describira
con més detalle mas adelante, abarca el campo de visién del objetivo del microscopio.

En este ejemplo, el dispositivo de iluminacién de campo completo 158 comprende una pluralidad de fuentes de luz
dispuestas en una periferia de una cara distal del objetivo de microscopio 110 y que permiten la iluminacién directa de
la muestra S. Las fuentes de luz son, por ejemplo, diodos emisores de luz que emiten a longitudes de onda entre
aproximadamente 400 nm y aproximadamente 800 nm. Por supuesto, son posibles otros dispositivos de iluminacién,
como una fuente dispuesta aguas arriba del objetivo del microscopio y un elemento divisor del haz, por ejemplo un
cubo divisor, configurado para dirigir un haz de iluminacién a través del objetivo del microscopio hacia la muestra.

Como se ilustra en la Fig. 1A, el detector bidimensional 155 estd conectado en este ejemplo a la unidad de
procesamiento 160 para adquirir y mostrar la imagen de visualizacién en el médulo de representacién 170.

En funcionamiento, el canal de visualizacién 150 permite asi generar una imagen de visualizacién en reflexion
superficial de la muestra con un campo superior al campo de visién del objetivo del microscopio. Ademas, la imagen
de visualizacién muestra un elemento de imagen que indica la posicién del patrén de deteccidn, que puede ser un
punto, una linea o una superficie. Esto permite a un usuario, por ejemplo un médico, localizar con precisién el campo
de analisis microscépico en la imagen de amplio campo de visién.

La Fig. 1B representa un segundo ejemplo de un sistema de analisis microscépico 102 de una muestra S en el que el
canal de analisis microscépico es un canal de tomografia de coherencia éptica (OCM), por ejemplo un canal OCM
confocal, por ejemplo del tipo LC-OCT como se describe por ejemplo en [Ref. 4] o [Ref. 5]

Al igual que en el ejemplo anterior, el sistema de analisis microscédpico 102 comprende un objetivo de microscopio 110
con una apertura numérica nominal (NA) determinada en un campo de visién determinado, el canal de analisis
microscopico 140 que es un canal de microscopio tomografico de coherencia 6ptica (OCM), el canal de visualizacion
150, una unidad de procesamiento 160 y un médulo de visualizacién 170.

En este ejemplo, el canal de visualizacién 150 puede ser similar al canal de visualizacién descrito con referencia a la
Fig. 1A, siendo Unicamente diferente el canal de anélisis microscépico 140.
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En el ejemplo mostrado en la Fig. 1B, el canal de analisis microscépico 140 comprende un canal de iluminacién 120
configurado para iluminar la muestra a través del objetivo del microscopio 110 de acuerdo con un patrén de iluminacién
dado. En este ejemplo, el canal de iluminacién comprende una fuente de iluminacién 121, una lente cilindrica deflectora
0 espejo 122 (opcional), un elemento divisor 141 (cubo divisor o ldmina divisora) y un elemento reflectante 142
(opcional) configurado para enviar un haz de iluminacién emitido por la fuente de iluminacién 121 hacia el objetivo del
microscopio 110. El canal de iluminaciéon 120 también comprende en este ejemplo un dispositivo de barrido del haz de
iluminacién 143 configurado para barrer el haz de iluminacién en una o dos dimensiones, un elemento separador 145
configurado para separar el canal de visualizacién 150 y el canal de analisis microscépico 140 y (opcionalmente) una
plataforma 111 integral con el objetivo del microscopio 110 y (por ejemplo) el elemento separador 141, configurada
para el desplazamiento axial 112 del objetivo con respecto a la muestra.

La fuente de iluminacién 121 puede comprender, por ejemplo, una fuente de emisién de luz colimada, policromética y
(espacialmente) coherente. La éptica y/o los filtros espaciales (no mostrados) pueden hacer que la fuente sea colimada
y/o coherente y/o con una distribucién espectral especifica. La longitud de onda central de la fuente depende de la
aplicacion, por ejemplo entre 600 nm y 1500 nm, y la anchura espectral oscila aproximadamente entre 50 nm y 250
nm. En el caso de una aplicacién LC-OCT como la descrita, por ejemplo, en la Ref. 4, la fuente de iluminacién 121
puede comprender, por ejemplo, y de manera no limitativa, un ldser supercontinuo filtrado espectralmente por una
fibra éptica para emisién alrededor de 800 nm y colimado por un espejo parabdlico fuera de eje. En el caso de una
aplicacion a imagenes tomograficas de campo completo o FF-OCT (segun la abreviatura de la expresiéon anglosajona
“Full Field OCT”), como se describe por ejemplo en el articulo de E. Beaurepaire et al. [Ref. 11], la fuente de iluminacidn
121 puede elegirse para ser espacialmente no coherente y comprender medios para la iluminacién de campo completo
de la muestra, por ejemplo un sistema de iluminacién Kéhler. El elemento éptico cilindrico 122 es opcional y permite
la microscopia con iluminacién segin una linea (microscopia “line-field”).

El dispositivo de barrido del haz de iluminacién 143 puede configurarse para el barrido unidimensional o bidimensional
de un punto o una linea para formar de manera conocida una imagen de seccién transversal " B-Scan " de la muestra,
es decir, en un plano paralelo al eje 6ptico del objetivo del microscopio, una imagen transversal " C-Scan " de la
muestra, es decir, en un plano perpendicular al eje éptico del objetivo del microscopio, o una imagen 3D de la muestra
resultante de la adquisicién de una pluralidad de imagenes B-Scans o C-Scans. Como antes, el dispositivo de
exploracién puede comprender uno o mas elementos de exploracién seleccionados entre los siguientes: espejos
galvanométricos, espejos poligonales, sistemas de deflexién electro o acusto-épticos, o una combinacién de los
mismos (en el caso de la exploracién bidimensional). El dispositivo de exploracién también puede incluir 6ptica para
conjugar al menos uno de dichos elementos de exploraciéon con una pupila de entrada del objetivo 110 del microscopio
con el fin, por ejemplo, de evitar el vifieteado.

El canal de deteccién 130 del canal de analisis microscépico esta configurado para detectar un haz de luz emitido por
la muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra, segun un patrén de deteccidén dado, pero difiere del canal
de deteccién del canal de analisis microscopico ilustrada en la Fig. 1A. En particular, el canal de deteccién comprende
un interferémetro para aplicar la microscopia de tomografia de coherencia Optica. Més concretamente, el
interferémetro comprende un brazo de objeto con objetivo de microscopio 110, dispositivo de barrido 143 y elementos
reflectantes o parcialmente reflectantes 145, 142, 141 configurados para enviar un haz emitido por la muestra S en
respuesta a dicha iluminacién de la muestra a un detector 138. El interferdmetro del canal de deteccién comprende
también un brazo de referencia, separado en este ejemplo del brazo objeto por el cubo separador 141, y que
comprende de manera conocida un objetivo de microscopio 133 (opcional), por ejemplo similar al objetivo de
microscopio 110 para asegurar la compensacion de dispersidn, un sistema de compensacion de dispersion (opcional,
no mostrado en la Fig. 1B, en particular en el caso de que no haya un objetivo de microscopio 133 ), un espejo de
referencia 135, una plataforma 134 (opcional) configurada, por ejemplo, para mover el espejo de referencia 135 cuando
se requiere la modulacién de la trayectoria 6ptica en el brazo de referencia. En este ejemplo, el canal de deteccién
también comprende un objetivo 131 configurado para conjugar 6pticamente, con el objetivo del microscopio, un plano
de la muestra S con un area de deteccion del detector 138.

El detector 138 comprende, como en el ejemplo anterior, un sensor éptico con un érea de deteccién, y puede incluir
también filtros espaciales para la deteccién confocal, si las dimensiones del 4rea de deteccién no lo garantizan, y/o
filtros espectrales para limitar la banda de longitudes de onda detectadas. El sensor puede comprender una zona de
deteccién elemental (por ejemplo, un fotodiodo) en el caso de un sistema de exploracién puntual, un sensor
unidimensional (por ejemplo, una cdmara lineal) en el caso de un sistema “ine-fie/d”, 0 un sensor bidimensional en el
que soblo se considera una regiéon de interés para actuar como zona de deteccién elemental o como sensor
unidimensional. Para aplicaciones FF-OCT, se puede utilizar un sensor bidimensional de la forma convencional.

En funcionamiento, se crea una interferencia en la zona de deteccién del detector 138 entre la luz del brazo de
referencia y la luz retrodispersada por la muestra iluminada segln el patrén de iluminacién, posiblemente y de manera
conocida con una modulacién de la diferencia de velocidad entre el brazo de referencia y el brazo objeto de la muestra,
para la formacién de imagenes tomogréficas, en particular imagenes en face. La unidad de procesamiento 160 recibe,
de manera conocida, sefiales de deteccidn generadas por el detector 138 y resultantes de la deteccién de
interferencias, y esta configurada para reconstruir imagenes microscépicas a partir de las sefiales de deteccién, por
ejemplo imagenes seccionales 2D (B-Scan o C-Scan). La unidad de procesamiento 160 esta conectada a un médulo
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de representacion 170 configurado para mostrar la imagen de visualizacidén y, en la imagen de visualizacién, un
elemento de imagen que indica la posicién del patrén de detecciéon, como se ilustrara con méas detalle mas adelante.
La unidad de procesamiento también puede estar conectada a una unidad de almacenamiento (no mostrada) para las
imagenes y/o videos generados.

Dicho canal de analisis microscdpico 140 funciona asi como un canal de microscopia de tomografia de coherencia
Optica conocido en la técnica. Aunque en la Fig. 1B se muestra un ejemplo particular, el experto en la materia entendera
que el sistema de anélisis microscdpico segln la presente descripcién es aplicable a cualquier montaje conocido en
el estado de la técnica para microscopia de tomografia de coherencia éptica, siendo los elementos optomecanicos
mostrados en la Fig. 1B adaptables en consecuencia. Segln ejemplos, en el caso de un canal de analisis microscopico
adaptado a la formacién de imagenes transversales verticales de la muestra (B-Scan) mediante el barrido de una linea
en profundidad, la formacién de imagenes B-Scan puede sincronizarse con una velocidad de adquisiciéon de las
imagenes de visualizaciéon. Cuando la adquisicién de imagenes B-Scans implica el barrido del haz de iluminacién en
profundidad dentro de la muestra moviendo el objetivo del microscopio, por ejemplo, la sincronizacién garantiza que
las imagenes de visualizacién se adquieran con el objetivo del microscopio en la misma posicidn relativa a la superficie
de la muestra.

La Fig. 1C representa un tercer ejemplo de un sistema de analisis microscdpico 103 de una muestra S en el que el
canal de anélisis microscépico es un canal de espectroscopia, por ejemplo espectroscopia Raman.

Como en los ejemplos anteriores, el sistema de analisis microscépico 103 comprende un objetivo de microscopio 110
con una apertura numérica nominal ON dada en un campo de visién dado, el canal de anélisis microscépico 140 que
es un canal de espectroscopia, y el canal de visualizacién 150.

En este ejemplo, el canal de visualizacién 150 puede ser similar al canal de visualizacién descrito con referencia a la
Fig. 1A, siendo Unicamente diferente el canal de anélisis microscépico 140.

El canal de analisis microscépico 140 comprende un canal de iluminacién 120 que comprende en este ejemplo una
fuente de iluminacién 121, una lente cilindrica deflectora o espejo 122 (opcional), un elemento separador 141 (cubo
separador o cuchilla separadora) y un elemento reflectante 142 (opcional) configurado para enviar un haz de
iluminacién emitido por la fuente de iluminacién 121 hacia el objetivo del microscopio 110. El canal de iluminacién 120
también comprende en este ejemplo un dispositivo (opcional) de barrido del haz de iluminacién 143 configurado para
barrer el haz de iluminacién en una o dos dimensiones, un elemento separador 145 configurado para separar el canal
de visualizacién 150 y el canal de analisis microscépico 140 y (opcionalmente) una plataforma 111 integral con el
objetivo del microscopio 110 y configurada para el desplazamiento axial 112 del objetivo con respecto a la muestra.

La fuente de iluminacién 121 puede comprender, por ejemplo, una fuente de emisién de luz monocromética colimada
(espacialmente) coherente. También puede utilizarse una fuente policromética, por ejemplo en la microespectroscopia
de reflexién difusa. La éptica y/o los filtros espaciales (no mostrados) pueden hacer que la fuente sea colimada y/o
coherente y/o monocromética. La longitud de onda de la fuente depende de la aplicacion. En la microespectroscopia
Raman, por ejemplo, aplicada a la obtencién de imagenes de la piel, una longitud de onda tipica de la fuente de
iluminacién puede estar comprendida entre aproximadamente 780 nm y aproximadamente 830 nm.

El elemento 6ptico cilindrico 122 es opcional y permite la microscopia con iluminacién segun una linea (“/ine-field”).

El canal de deteccién 130 del canal de analisis microscépico esta configurado para detectar un haz de luz emitido por
la muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra, segun un patrén de deteccidén dado, pero difiere del canal
de deteccidn del canal de analisis microscépico ilustrada en la Fig. 1A o la Fig. 1B. En particular, el canal de deteccién
comprende, ademés del objetivo de microscopio 110, el dispositivo de barrido 143 (opcional) y los elementos
reflectantes o parcialmente reflectantes 145, 142, 141, un espectrémetro. En este ejemplo, el espectrémetro
comprende, de manera conocida, un elemento de dispersidén espectral 132, por ejemplo una rejilla, un objetivo 133 y
un detector 134, que comprende un sensor con un &rea de deteccién unidimensional o bidimensional. En una
configuracién “/ine-field”, un sensor bidimensional puede medir un espectro para cada punto del patrén de deteccién
(medicidn de varios espectros en paralelo, correspondiendo cada linea del sensor 2D al espectro de un punto del
patrén de deteccién).

La unidad de procesamiento 160 recibe, de forma conocida, sefiales de deteccién generadas por el detector 134 del
espectrémetro para la reconstruccién de sefiales espectroscopicas en uno o més puntos de la muestra. La unidad de
procesamiento 160 esta conectada a un médulo de representacién 170 configurado para mostrar la imagen de
visualizacién y, en la imagen de visualizacidén, un elemento de imagen que indica la posicién del patrén de deteccion,
como se ilustrarad con mas detalle més adelante. La unidad de procesamiento también puede estar conectada a una
unidad de almacenamiento (no mostrada) para las imagenes y/o videos generados.

Tal canal de analisis microscépico 140 funciona por tanto como un canal de espectroscopia conocido en el estado de
la técnica. Aunque en la Fig. 1C se muestra un ejemplo particular, el experto en la materia entenderé que el sistema
de analisis microscépico aqui descrito puede aplicarse a cualquier montaje conocido en la técnica de la
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espectroscopia, y en particular de la espectroscopia Raman, y que los elementos optomecénicos mostrados en la Fig.
1C pueden adaptarse en consecuencia.

Como antes, en funcionamiento, el canal de visualizacion 150 genera una imagen de visualizacién en reflexién
superficial de la muestra S con un campo mayor que el campo de visiéon del objetivo del microscopio. Ademas, la
imagen de visualizacion muestra un elemento de imagen que indica la posicién del patrén de deteccién del canal de
analisis microscépico, siendo el patrén de deteccién un punto, una linea o una superficie. Esto permite a un usuario,
por ejemplo un médico, localizar con precisién el campo de anélisis microscdpico en la imagen de amplio campo de
vision.

En cada uno de los ejemplos ilustrados en las Fig. 1A, 1B o0 1C, el elemento separador 145 configurado para separar
el canal de visualizacién 150 y el canal de analisis microscépico 140 se dispone para transmitir un haz emitido por la
muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra por el dispositivo de iluminacién 158 del canal de visualizacién
hacia el detector bidimensional 155 y para reflejar un haz emitido por la muestra en respuesta a dicha iluminacién de
la muestra por el canal de iluminacién 120 del canal de anélisis microscépico hacia el canal de deteccién 140. Por
supuesto, seria posible hacer funcionar el elemento divisor 145 en reflexién en el canal de visualizacién y en
transmisién en el canal de andlisis microscopico. Ademas, cuando el canal de analisis microscépico incluye un
dispositivo de barrido (143, Fig. 1A-1C), el elemento divisor del haz puede formar parte del dispositivo de exploracién.

En cualquiera de las dos configuraciones, el elemento separador puede configurarse para limitar la potencia luminosa
en el canal de visualizacién 150 de la luz procedente del canal de iluminacién 120 del canal de analisis microscépico
y reflejada por la muestra. La luz, procedente por ejemplo de una fuente laser, puede ser potente y deslumbrar el canal
de visualizacién. Por lo tanto, es posible utilizar un elemento separador con un coeficiente de reflexién diferente del
coeficiente de transmisién (por ejemplo, una placa de vidrio). Para reducir la potencia luminosa en el canal de
visualizacién, también es posible afiadir una densidad &ptica en el canal de visualizacién 150 (aguas abajo del
elemento separador 145).

En el caso de que la banda espectral de la fuente de iluminacién 121 del canal de iluminacién 120 del canal de analisis
microscopico sea al menos parcialmente diferente de la banda espectral del dispositivo de iluminacién 158 del canal
de visualizacién, el elemento separador puede comprender también un elemento dicroico, por ejemplo una placa o
cubo dicroico.

También es posible proporcionar medios para reducir la potencia luminosa en el canal de visualizacién, pudiendo estos
medios para reducir la potencia luminosa contener un elemento de filtrado espectral cuando la banda espectral de la
fuente de iluminacién 121 del canal de iluminacién 120 del canal de anélisis microscépico es al menos parcialmente
diferente de la banda espectral del dispositivo de iluminacién 158 del canal de visualizacién.

También es posible no activar la iluminacién de los canales de visualizacién y de anélisis microscopico de forma
continua, en el caso de que la iluminacién de uno de los canales pudiera interferir con la deteccidén en el otro canal.

Asi, en la préactica, el analisis microscépico de la muestra y la formaciéon de una imagen de visualizacién pueden
llevarse a cabo de forma continua. Este es el caso cuando el elemento de imagen es directamente la imagen formada
por el dispositivo de imagen de campo amplio del canal de visualizacién del patrén de iluminacién del canal de analisis
microscépico. Este también puede ser el caso cuando el elemento de imagen es un elemento gréafico que indica la
posicién del patrdn de deteccién y la iluminacién del canal de analisis microscépico no interfiere con la deteccidn del
canal de visualizacién, por ejemplo porque estd muy atenuada en el canal de visualizacién, y viceversa.

En otras realizaciones, el procedimiento puede comprender una primera etapa consistente en formar una imagen de
vista de la muestra con la iluminacién del canal de anélisis microscépico apagada, detectar un area de analisis de
interés en la imagen de vista de la muestra y, a continuacién, analizar microscépicamente la muestra en dicha area de
interés, por ejemplo moviendo la muestra para llevar el elemento gréfico previamente calibrado para indicar el érea de
deteccioén, al area de analisis de interés.

Esta configuracion es Gtil cuando la iluminacién del canal de analisis microscépico puede dificultar la deteccién en el
canal de visualizacion.

En algunos casos, el canal de visualizacién puede funcionar continuamente, tanto para la iluminacién como para la
adquisicién, si la iluminacién del canal de visualizacidén no interfiere con la deteccién del canal de analisis microscépico.
Esto proporciona una imagen de visualizacién continua, incluso si se degrada durante el tiempo en que se activa la
iluminacién del canal de analisis microscépico.

En otros casos, la iluminacién del canal de visualizacién puede apagarse durante el anélisis microscépico de la
muestra, por ejemplo cuando la iluminacién de un canal perturba la deteccién del otro canal y no es posible mantener
la iluminacién de ambos canales simultdneamente para obtener resultados utilizables.

La Fig. 2 representa un diagrama que ilustra, segln un ejemplo, un canal de visualizacién de un sistema para el
analisis microscdpico de una muestra segun la presente descripcion. En particular, el canal de visualizacién mostrado
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en la Fig. 2 esté configurado para funcionar con cualquiera de los sistemas mostrados como ejemplo en las Fig. 1A,
1B 0 1C. En la Fig. 2, sélo se muestra la parte de deteccién del canal de visualizaciéon, mientras que la iluminacién
puede comprender, como se ilustra en las Fig. 1A a 1C, un conjunto de fuentes luminosas dispuestas en la parte distal
del objetivo del microscopio, o cualquier otro dispositivo para la iluminacién de campo completo de la muestra S.

Como se ilustra en la Fig. 2, el canal de visualizacidén comprende el objetivo del microscopio 110 cuya pupila de salida
se indica mediante la referencia 115 y un detector bidimensional representado en la Fig. 2 por una zona de deteccién
156 y un objetivo 253. En este ejemplo, el canal de visualizacién también comprende una lente tubular 251 y un ocular
252. Junto con el objetivo 253 y el objetivo 110 del microscopio, estos elementos de formacién de imagenes forman
un dispositivo 250 de formacidén de imagenes de campo completo configurado para conjugar 6pticamente un campo
efectivo dado de la muestra que abarca dicho campo de visidn con el &rea de deteccion 156 del detector bidimensional.

Asi, a diferencia de ciertos sistemas conocidos en el estado de la técnica y en particular [Ref. 8], que describe una
microcamara integrada en el espacio objeto del objetivo del microscopio, el canal de visualizacién segln la presente
descripcién, al estar desplazado fuera del espacio objeto, permite formar una imagen de visualizacién en reflexién
superficial de un campo de la muestra, denominado campo efectivo en la presente descripcién, que abarca el campo
de visién del objetivo del microscopio, pudiendo tener la imagen de visualizacién muy buena calidad ptica sin que se
vea afectado el requisito de espacio en el espacio objeto del objetivo. Las dimensiones del campo efectivo estan
limitadas por el dispositivo de imagen de campo completo del canal de visualizacidén. El campo efectivo puede definirse
mediante un circulo con un diametro comprendido entre aproximadamente 2 mm y aproximadamente 5 mm.

Para mejorar aun mas la calidad 6ptica de la imagen de visualizacién, es ventajoso que el dispositivo de formacién de
imagenes de campo completo tenga una apertura numérica, medida en el espacio objeto del objetivo del microscopio,
que sea estrictamente menor que la apertura numérica nominal del objetivo del microscopio.

De hecho, en un canal de anélisis microscépico convencional, es conocido el uso de un objetivo de microscopio con
una apertura numérica (NA) elevada, por ejemplo una NA de entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,25.
Esta apertura numérica esta garantizada por el fabricante para un campo nominal, denominado en esta descripcidon
campo de vision, que puede estar comprendido entre aproximadamente 500 pm y aproximadamente 1,5 mm.

Sin embargo, dado que el objetivo del microscopio 110 no se utiliza en el canal de visualizaciéon en condiciones
nominales de uso, la resolucién accesible en el canal de visualizacién puede diferir de la anunciada en las
especificaciones del objetivo. En particular, al utilizar el objetivo del microscopio con un campo efectivo mayor que el
campo de visidbn nominal, las aberraciones y/o el vifieteado pueden estropear la calidad de la imagen. A fin de obtener
una mejor calidad de imagen para el canal de visualizacién, puede disefiarse un dispositivo de formacién de iméagenes
de campo completo que tenga una apertura numérica estrictamente inferior a la apertura numérica nominal del objetivo
del microscopio, por ejemplo, una apertura numérica de entre 0,05 y 0,1 aproximadamente.

Una caracteristica original del sistema de analisis microscépico segun la presente descripcidn es, pues, poder utilizar
el mismo objetivo de microscopio en dos canales épticos diferentes, eventualmente con aperturas numéricas
diferentes: en el canal de analisis microscépico en la que el objetivo de microscopio se utiliza en condiciones nominales
(alta apertura numérica, alta resolucién y bajo campo de visién) y en el canal de visualizacidén en la que el objetivo de
microscopio se asocia con otros elementos épticos para formar un dispositivo de formacidén de imagenes de campo
completo que posiblemente tenga una apertura numérica inferior, por ejemplo en torno a 0,08, una resolucién inferior
y un gran campo de visién. El sistema de anélisis microscépico segln la presente descripciéon puede considerarse,
por tanto, como dos microscopios que funcionan en paralelo a través de un Unico objetivo de microscopio.

En la practica, la apertura numérica del dispositivo de formacién de imégenes de campo completo 250 del canal de
visualizacién puede limitarse colocando un diafragma 255 en el canal de visualizacién, por ejemplo en un plano
sustancialmente conjugado con un plano de la pupila de salida 115 del objetivo del microscopio.

Las Fig. 3A y 3B ilustran dos ejemplos de reduccién de la apertura numérica del dispositivo 250 de formacién de
imagenes de campo completo. En estos ejemplos, no se muestra el objetivo 110 del microscopio.

La Fig. 3A muestra un diagrama que ilustra un primer ejemplo en el que el canal de visualizacién comprende un
diafragma 255 para limitar la apertura numérica del dispositivo de formacién de imagenes de campo completo.

La Fig. 3B muestra un diagrama que ilustra un segundo ejemplo en el que la apertura numérica del dispositivo de
formacién de imagenes de campo completo 250 del canal de visualizacién esta limitada por uno de los elementos
Opticos del dispositivo de formacién de imagenes de campo completo, en este ejemplo la lente de la cdmara 253. Esta
configuracién es especialmente interesante porque reduce el tamafio del dispositivo de formacién de imagenes de
campo completo 250 y proporciona asi un canal de visualizacién muy compacto. Por supuesto, la apertura numérica
del dispositivo de formacién de imégenes de campo completo 250 del canal de visualizacién podria estar limitada por
otro de los elementos 4pticos del dispositivo de formacién de imagenes de campo completo, por ejemplo, el ocular
252.
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Obsérvese que no es esencial que el diafragma (255, Fig. 3A o 253, Fig. 3B) esté perfectamente conjugado con el
plano pupilar del objetivo del microscopio. Sin embargo, si el plano del diafragma es sustancialmente conjugado con
el plano de la pupila de salida del objetivo del microscopio (como se ilustra, por ejemplo, en la Fig. 2), esto garantiza
que no se pierda la propiedad de telecentricidad del objetivo del microscopio y que los rayos no se vifieteen dentro del
objetivo 110 del microscopio.

Ademas, el dispositivo de formacién de imagenes de campo completo 250 ilustra un ejemplo del disefio del canal de
visualizacién, pero son posibles otros ejemplos. Por ejemplo, el dispositivo de formacién de imagenes de campo
completo 250 en el canal de visualizacién puede no incluir un ocular 252, la lente de la cdmara 253 de formacién de
imagenes a una distancia finita, o el ocular 252 puede no reflejar rayos hasta el infinito. En todos los casos, como se
ha explicado anteriormente, es ventajoso reducir la apertura numérica (NA) del dispositivo 250, en el espacio objeto
del objetivo del microscopio, con respecto a la NA nominal del objetivo del microscopio, ya sea mediante un diafragma
afladido en el canal de visualizacién o mediante uno de los elementos 6pticos del canal de visualizacién configurado
para formar un diafragma Ademas, el dispositivo de formacién de imagenes de campo completo del canal de
visualizacién también puede ser ajustable en enfoque. Esto hace posible formar una imagen de visualizaciéon de
reflexién superficial de la muestra incluso cuando el canal de analisis microscopico esta configurado para formar una
imagen profunda dentro de la muestra (el caso de la formacién de imagenes OCM como se muestra en la Fig. 1B por
ejemplo).

Cuando el canal de analisis microscépico es un canal LC-OCT, por ejemplo, se hace que el objetivo 110 del
microscopio se desplace verticalmente, es decir, a lo largo de su eje 6ptico. La traslacion puede ser dindmica en un
modo de barrido vertical de la linea de iluminacién (obtencién de B-Scans), es decir, en una direcciéon paralela al eje
6ptico del objetivo del microscopio, o controlada por el usuario en un modo de barrido horizontal de la linea de
iluminacién, es decir, en una direccién contenida en un plano perpendicular al eje 6ptico del objetivo del microscopio
(obtencién de C-Scans). En el canal visualizacién, sin embargo, se pretende que el objetivo del microscopio continte
tomando imagenes de la superficie de la muestra, por ejemplo la superficie de la piel, que permanece en la misma
posicién cuando se desplaza el objetivo del microscopio. Por lo tanto, para mantener una calidad de imagen éptima
para la imagen de visualizacion, puede ser Gtil poder modificar el enfoque del dispositivo de imagen de campo amplio
250 del canal de visualizacién para mantener la conjugacién éptica entre la superficie de la muestra S y la zona de
deteccién 156 (Fig. 2).

Para ello, es posible prever una lente de distancia focal variable para uno de los elementos 4pticos, por ejemplo el
objetivo 253, o prever que este objetivo pueda desplazarse, por ejemplo mediante un motor piezoeléctrico, mientras
que la zona de deteccidn se mantiene fija. En la practica, el ajuste del enfoque puede ser automético (autofoco), lo
que limita los ajustes que debe realizar el usuario.

Sin embargo, cuando la muestra es piel, por ejemplo, no siempre hay estructuras lo suficientemente nitidas como para
realizar el autoenfoque de forma efectiva. Otra posibilidad consiste entonces en calibrar el enfoque ajustable del
dispositivo de formacidén de imagenes de campo amplio 250 del canal de visualizacién, a fin de asociar la posicién de
enfoque correcta con cada posicidn del objetivo del microscopio dentro de su recorrido.

La Fig. 4 ilustra varios ejemplos que muestran el campo de vision 401 del objetivo de microscopio 110, para el que el
fabricante garantiza una apertura numérica nominal, el campo efectivo 402 del canal de visualizacién y un campo total
403 del objetivo de microscopio. El campo de visién total del objetivo del microscopio es una regién de un plano focal
del objetivo del microscopio que comprende todos los puntos desde los que un haz de luz puede ser recogido por el
objetivo. En la practica, el campo efectivo 402 se elige lo suficientemente grande como para obtener una imagen de
amplio campo de visién, pero mas pequefio que el campo total para mantener una imagen de suficiente calidad éptica.

Estos tres ejemplos muestran tres patrones de deteccién del canal de anélisis microscépico, a saber, una linea 431,
una superficie 432 y un punto 433. En todos los casos, el patron de deteccién se encuentra dentro del campo de visién
del objetivo del microscopio.

Un procedimiento de analisis microscépico segln la presente descripcidn puede implementarse mediante un sistema
de analisis microscépico como el descrito por ejemplo y de forma no limitativa, mediante uno de los sistemas 101, 102,
103 descritos con referencia a las Fig. 1A, 1B, 1C respectivamente.

El procedimiento comprende analizar microscdpicamente la muestra S, por ejemplo tejido biolégico como piel,
utilizando un canal de analisis microscépico 140 como se describe por ejemplo con referencia a las Fig. 1A, 1B o 1C
y formando una imagen de visualizacién de la muestra por medio de un canal de visualizacién 150 como se describe,
por ejemplo, en referencia a las Fig. 1A - 1C y Fig. 2, 3A - 3B anteriores. La imagen de visién es una imagen de
reflexién de un campo efectivo 402 (Fig. 4) de la muestra que comprende el campo de visién 401, como se ha explicado
anteriormente.

El procedimiento de analisis microscopico segln la presente descripcion comprende ademas mostrar en la imagen de
visualizacién de un elemento de imagen que indica la posiciéon del patron de deteccién (por ejemplo un patrén de
deteccién 431, 432 0 433 como se ilustra en la Fig. 4). En realizaciones de ejemplo de un procedimiento segun la
presente descripcién, el elemento de imagen puede ser directamente la imagen formada por el dispositivo de formacion

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2989432 7T3

de imagenes de campo amplio del canal de visualizacién del patron de iluminacién formado sobre la muestra por el
canal de iluminacién 120 del canal de analisis microscépico 140 (véanse las Fig. 1A, 1B, 1C).

Sin embargo, en algunas realizaciones, el elemento de imagen puede ser un elemento grafico que indica la posicién
del patrén de deteccién y que se determina mediante una etapa de calibracion previo.

Esta configuracién es particularmente ventajosa cuando el patrén de iluminacién no es detectado por el detector del
canal de visualizacion, ya sea, por ejemplo, porque el detector del canal de visualizacién no es sensible en la banda
espectral de la fuente de iluminacién del canal de anélisis microscépico, o porque la primera banda espectral en el
canal de visualizacidn esta cortada para limitar el deslumbramiento. Esta configuracién también es ventajosa cuando
el patron de iluminacién es dificil de identificar en la imagen de visualizacién, o si el patrén de deteccién es
sustancialmente diferente del patrén de iluminacién. La Fig. 5A muestra asi diagramas que ilustran, segn un primer
ejemplo aplicado a la formaciéon de imagenes microscdpicas, etapas de calibracién para determinar, para dicho
elemento de imagen, un elemento gréafico que indica la posicién del patron de deteccién del canal de formacién de
imagenes microscopicas, en este ejemplo un patréon de deteccién formado por una superficie rectangular. El
procedimiento de calibracién se realiza con una muestra de calibracién que tiene un borde afilado, por ejemplo el
borde de un portaobjetos de vidrio cortado "en &dngulo recto”, o el borde de un patrén impreso fotolitograficamente en
un portaobjetos de vidrio. En una primera etapa 501, se adquieren una imagen de visualizacién 510 de la muestra de
calibracién y una imagen microscépica 520 orientada hacia ella , de modo que un borde afilado de la muestra visible
en la imagen de visualizacién sea visible en un borde de la imagen microscépica 520, en este ejemplo un borde recto.
La linea 531 de la imagen de visualizacién se registra entonces como el borde derecho del drea de deteccién del canal
de anélisis microscépico. El procedimiento se repite en una segunda etapa 502 moviendo la muestra de modo que
esta vez el borde afilado de la muestra se encuentre en un lado diferente de la imagen microscépica, en este ejemplo
el borde izquierdo. Del mismo modo, la imagen 532 de la imagen de visualizacién se registra como el borde izquierdo
del area de deteccién del canal de analisis microscépico. El procedimiento se repite en las etapas 503, 504 de la
misma manera, cada vez moviendo la muestra para que el borde afilado aparezca en un nuevo lado de la imagen
microscdpica 520. En cada caso, se registra una linea correspondiente 534, 535 en la imagen de visualizacién. Como
se ilustra en el diagrama 505, a partir de las 4 lineas registradas en la imagen de vista, puede reconstruirse un elemento
grafico que indica la posicién del patron de deteccion, en este ejemplo una superficie rectangular que puede
materializarse mediante un rectangulo en la imagen de vista cuando se adquiere una imagen microscépica. Por lo
tanto, la calibracién permite identificar perfectamente el patrén de deteccién del canal de anélisis microscépico en el
canal de visualizacion, independientemente de la muestra que se esté analizando. La calibracién puede adaptarse a
un patrén de deteccién de lineas o puntos.

La Fig. 5B muestra diagramas que ilustran, segin un segundo ejemplo aplicado al analisis espectroscépico, por
ejemplo al andlisis espectroscdpico Raman, etapas de calibracién para determinar, para dicho elemento de imagen,
un elemento grafico que indica la posicién del patrén de deteccion, en este ejemplo un punto de deteccién.

En una primera etapa 541, se adquiere una imagen de visualizacién 510 de la muestra de calibracién y se mide al
mismo tiempo una sefial Raman (561). La muestra de referencia se mueve de izquierda a derecha, por ejemplo, hasta
que se observa una sefial Raman intensa (562). Esto corresponde al primer borde afilado de la muestra de calibracién
551 que se registra. El procedimiento se repite en una segunda etapa 542 moviendo la muestra de calibracién, por
ejemplo de abajo hacia arriba, hasta que aparezca de nuevo una sefial Raman fuerte (espectro 562). Esto corresponde
a un segundo borde afilado de la muestra de calibracién 552 que se registra. Como se ilustra en la etapa 543, a partir
de las dos lineas registradas 551, 552, se puede determinar un elemento grafico representativo del patrén de deteccién
530 (aqui un disco centrado en el punto de deteccién), y posicionado en la interseccion de las dos lineas. La precisién
de la calibracién puede comprobarse repitiendo las etapas 541 y 542, pero moviéndose, por ejemplo, de derecha a
izquierda y luego de arriba abajo. Por lo tanto, la calibracién permite identificar perfectamente el patrén de deteccion
del canal de analisis microscépico en el canal de visualizacién, independientemente de la muestra que se esté
analizando.

En la practica, un procedimiento para el anélisis microscépico de una muestra, por ejemplo el andlisis de la piel de un
paciente, puede ser llevado a cabo de la siguiente manera por un profesional, por ejemplo un dermatélogo,
implementando las etapas de un procedimiento segun la presente descripcién.

En una primera etapa, se lleva a cabo un examen visual de la piel. Se pueden tomar imégenes clinicas (fotografias)
para localizar estructuras "sospechosas" en todo el cuerpo. A continuacién se realiza un examen dermatoscépico. El
dermatélogo toma iméagenes de la estructura sospechosa con un sistema éptico de aumento, como un dermatoscopio,
que corresponde 6pticamente a una lupa, digital o no, con iluminacién integrada. El campo de visién del dermatoscopio
suele ser de 1 a 3 cm. Las imagenes dermatoscopicas pueden grabarse directamente con un dermatoscopio digital o
utilizando una cdmara.

Si queda alguna duda durante el examen dermatoscépico, el dermatélogo procede al anélisis microscépico de la piel,
por ejemplo utilizando un sistema como el ilustrado en la Fig. 1B, por ejemplo con un canal de anélisis microscépico
del tipo LC-OCT. El dermatélogo coloca el cabezal de la sonda manual (es decir, la parte del sistema en contacto con
la piel para obtener imagenes) lo mas cerca posible de la estructura sospechosa. A continuacién, desplaza toda la
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sonda (sin dejar de estar en contacto con la piel) hasta que haya localizado con precisién la lesion previamente
identificada por dermatoscopia, utilizando el canal de visualizacién como guia.

Una vez identificada la estructura en la imagen de visualizacién, el dermatélogo procede a analizar la piel a nivel
celular y en profundidad utilizando el canal de analisis microscépico LC-OCT.

El examen comienza, por ejemplo, con el modo de imagen de seccién vertical (B-Scan), que da acceso directo a toda
la profundidad de la estructura. Gracias al elemento de imagen que aparece en la macroimagen y que indica la posicion
del patrén de deteccién (una linea en el caso del modo de imagen transversal), el profesional sabe perfectamente a
qué nivel de la estructura esta observando una seccién vertical a escala celular.

El dermatélogo también puede estar interesado en la imagen LC-OCT para buscar marcadores patolégicos a nivel
celular/en profundidad en la piel, con el fin de enriquecer la informacién ya obtenida por dermatoscopia. En esta fase,
podemos desplazarnos por la estructura para buscar estos marcadores patolégicos o estudiarlos.

Esto puede hacerse de dos maneras. Lateralmente mediante el dispositivo de exploracién (143, Fig. 1B) presente en
el dispositivo, que permite explorar el patréon de deteccidén. La amplitud de esta exploracidén es bastante pequefia (~
500 um), y en una sola direccién. La segunda forma consiste en mover toda la sonda o la piel bajo la sonda. Este
desplazamiento sera menos fino (su precisién dependera del control del usuario), pero el dermatélogo dispondré de
tanta amplitud como desee para enfocar cualquier zona en LC-OCT. Para este tipo de desplazamiento, la imagen de
visualizacién es importante porque permite al dermatélogo asegurarse de que siempre se mantiene nivelado con la
estructura al mover la sonda o la piel.

Una vez identificados los marcadores mediante LC-OCT, son posibles varias opciones. El dermatélogo puede cambiar
al modo de seccién horizontal (C-Scan o en face) para mejorar su comprensién de la estructura (con el mismo enfoque
para navegar por la estructura que en el modo de seccién vertical).

También es posible adquirir informacién en un volumen de la muestra para estudiar marcadores patoldgicos en 3D
sobre un area de interés. Una vez adquiridos uno o varios volimenes, el dermatélogo puede detener el sistema de
adquisicién y estudiar los volimenes adquiridos para su analisis. Obsérvese que la grabacién de un volumen va
acompafiada de la grabacién de un determinado nimero de imagenes de destino adquiridas durante la adquisicién
3D (del mismo modo, la grabacién de cualquier imagen/video va acompafiada de la grabacién de la imagen/video de
destino asociada). Durante una adquisicién 3D se graban varias imégenes de visualizacién en caso de que el
profesional se haya movido durante la adquisicién (las adquisiciones 3D pueden ser relativamente largas).

Las Fig. 6A, 6B y 7 representan imagenes que ilustran ejemplos de imagenes visuales e imagenes microscépicas B-
Scans y C-Scans registradas durante una adquisicién de un volumen mediante un procedimiento conforme a la
presente descripcién.

En estos ejemplos, el canal de anélisis microscopico es un canal de analisis de tipo LC-OCT, como se muestra por
ejemplo en la Fig. 1B, configurado para la adquisicion de imagenes 3D. Para obtener estas imégenes, la fuente
utilizada (121, Fig. 1B) es un laser supercontinuo filtrado por una fibra 6ptica para una emisién en torno a 800 nm y
colimado por un espejo parabdlico fuera de eje. El objetivo del microscopio 110 es un objetivo de inmersidn en aceite
de silicona con un aumento de 20x y una apertura numérica ON = 0,5. Una lente cilindrica 122 con una longitud focal
de 50 mm proporciona iluminacién a lo largo de una linea que mide ~ 1,5 mm x 1,5 ym a nivel de la piel, con una
potencia de ~ 10 m\W. Se utiliza un escaner galvanométrico (143, Fig. 1B) para escanear la linea de iluminacién de
lado a lado. El espejo deflector 142 estd montado sobre un actuador piezoeléctrico para modular la interferencia y
generar C-scans. En el brazo de referencia se utiliza un objetivo de microscopio 133 idéntico al objetivo 110 para
compensar la dispersién. La superficie de referencia 135 del interferémetro es una interfaz aire/vidrio de una placa de
vidrio de silice fundida. La lente tubular 131 tiene una longitud focal de 150 mm y el detector 138 esta formado por una
camara CMOS de barrido lineal. En el dispositivo de exploracién 143 se monta una hoja divisora 90:10 (145) para
separar los canales microscopico y de visualizacién. El canal de visualizacién 150 comprende una camara 155
equipada con una 6ptica en miniatura de unos pocos mm, que actlia como un diafragma, tal como se describe en la
figura 3B. La camara esté equipada con ajuste de enfoque/autoenfoque.

Las Fig. 6Ay 6B ilustran, a modo de ejemplo, una imagen B-Scan 620 visualizada con una imagen de visualizacion
610. En la imagen de visualizacion 610, el elemento grafico 630 indica la posicién del patréon de deteccidn (linea) del
canal de analisis microscépico. El elemento gréafico se determina mediante calibracidén previa, como se describe, por
ejemplo, con referencia a la Fig. 5A.

Puede superponerse ademas un marcador 640 en la imagen de vista 610 para marcar un punto en el elemento grafico,
0 mas generalmente en el elemento de imagen, para permitir a un usuario apuntar a un punto en la imagen B-scan
620 y visualizar la posicién del punto asi apuntado en la superficie de la muestra en la imagen de vista. Por ejemplo,
el punto de visualizacién en la imagen 620 se indica mediante una reticula 641. El marcador se calibra para situarse
en el nivel correspondiente a la posicién del punto apuntado mediante la reticula, proyectada sobre la superficie de la
muestra. Del mismo modo, es posible permitir al usuario apuntar a un punto de la imagen de visualizacién, dentro del
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patrén de deteccién, directamente mediante el marcador 640, para visualizar qué posicién corresponde a un punto del
patrén de deteccién dentro de la imagen B-scan (marcado en este caso por el eje vertical del reticulo).

La Fig. 6B muestra la misma imagen con el marcador 640 y la reticula 641 movidos, pudiendo el usuario mover la
reticula 641 para ver el marcador reposicionado en la imagen de visualizaciéon 610, o mover el marcador 640 para ver
la reticula reposicionada en la imagen B-Scan 620.

La Fig. 7 ilustra 2 imégenes extraidas de un volumen, a saber, una imagen B-Scan 721 y una imagen C-Scan 722. La
imagen de visualizacion 710 se muestra al mismo tiempo que un patrén de deteccién 730 correspondiente a una
superficie de deteccién del C-Scan.

Como en el caso de la imagen B-scan (Fig. 6A y FIG. 6B), puede superponerse un marcador 740 en el elemento
gréfico de la imagen de visualizacién, 0 mas generalmente en el elemento de la imagen. El marcador esta calibrado
para poder asociar un punto del volumen, marcado aqui por una reticula 741, con un punto del patrén de deteccién
marcado por el marcador, en la superficie de la muestra. El usuario puede entonces apuntar a un punto mediante el
marcador 740, o mediante la reticula 741, para visualizar qué posicién corresponde a un punto del volumen proyectado
sobre la superficie de la muestra, dentro del patrén de deteccidén, o qué posicién corresponde a un punto del patrén
de deteccion dentro del volumen, marcado en este caso por los ejes de la reticula que pueden visualizarse en los C-
scan extraidos del volumen.

Como se ilustra en estas imagenes, el procedimiento segun la presente descripcién permite al profesional localizar
con precisién el campo de analisis microscépico (en este ejemplo B-Scans y C-Scans) en la imagen de visualizacién
que tiene una calidad de imagen cercana a la calidad de una imagen dermatoscépica.

Aunque se describe mediante un cierto nimero de realizaciones, el procedimiento y sistema de anélisis microscépico
segun la presente descripcién comprende diversas variantes, modificaciones y mejoras que seran evidentes para el
experto en la materia, entendiéndose que estas diversas variantes, modificaciones y mejoras forman parte del alcance
de la invencién tal como se define en las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. Sistema de anélisis microscépico (101 - 103) de una muestra (S) que comprende:
- un canal de andlisis microscépico (140) que comprende:

- un objetivo de microscopio (110) con una determinada apertura numérica nominal (ON) en un determinado
campo de visién (401);

- un canal de iluminacién (120) configurado para iluminar la muestra a través del objetivo del microscopio
segun un primer patrén de iluminacién y en una primera banda espectral,

- un canal de deteccién (130) que comprende dicho objetivo de microscopio, estando dicho canal de
deteccién configurado para detectar en dicho campo de visién y segun un patrén de deteccion (431 - 433),
un haz de luz emitido por la muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra y generar una sefial
de deteccién;

- una unidad de procesamiento (160) configurada para generar informacion de anélisis microscépico de la
muestra a partir de dicha sefial de deteccion;

- un canal de visualizacién (150) que comprende:

- dicho objetivo de microscopio (110);

- un dispositivo de iluminacién de campo completo (158) configurado para iluminar la muestra en una
segunda banda espectral;

- un detector bidimensional (155);

- uno 0 més elementos de formacion de imagenes (251 - 253) que forman, con dicho objetivo de microscopio
(110), un dispositivo de formacién de imagenes de campo completo (250) configurado para conjugar
Opticamente un campo efectivo dado de la muestra que abarca dicho campo de visién con una zona de
deteccion (156) del detector bidimensional (155), y para formar una imagen de visién de reflexién superficial
de dicho campo efectivo;

- un elemento divisor de haz (145) dispuesto aguas arriba del objetivo del microscopio para separar el canal de
analisis y el canal de visualizacion;

- un médulo de representacién (170) configurado para representar dicha imagen de visualizacién y, en dicha
imagen de visualizacién, un elemento de imagen (530) que indica la posicién de dicho patrdn de deteccion.

2. Sistema de analisis de una muestra segun la reivindicacién 1, en el que el dispositivo de formacidén de imagenes de
campo completo tiene, en el espacio objeto del objetivo del microscopio, una apertura numérica estrictamente menor
que la apertura numérica nominal del objetivo del microscopio.

3. Sistema de analisis de una muestra segun la reivindicacién 2, en el que dicho canal de visualizacién comprende
ademas un diafragma (255) para limitar dicha apertura numérica del dispositivo de formaciéon de imégenes de campo
completo.

4. Sistema de anélisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
dispositivo de formacién de imagenes de campo completo de dicho canal de visualizacién es de enfoque ajustable.

5. Sistema de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
dispositivo de iluminacién de campo completo del canal de visualizacién comprende una pluralidad de fuentes de luz
(158) dispuestas en una periferia de una cara distal del objetivo del microscopio.

6. Sistema de anélisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha
segunda banda espectral difiere al menos parcialmente de dicha primera banda espectral y dicho canal de
visualizacién comprende medios para reducir la potencia luminosa al menos en dicha primera banda espectral.

7. Sistema de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha
segunda banda espectral difiere al menos parcialmente de dicha primera banda espectral y dicho elemento divisor de
haces comprende un elemento dicroico configurado para separar haces en cada una de dichas bandas espectrales
primera y segunda.

8. Sistema de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho
elemento de imagen que indica la posicién de dicho patrén de deteccidén comprende un elemento grafico determinado
mediante calibracién previa.

9. Sistema de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho canal
de analisis microscopico es un canal de formacién de imagenes confocales y/o de formacién de imagenes tomograficas
de coherencia éptica y dicha informacién de analisis microscépico de la muestra comprende al menos una imagen de
la muestra.
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10. Sistema de anélisis de una muestra segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho canal de
analisis microscépico es un canal de analisis espectroscépico y dicha informacién de analisis microscépico de la
muestra comprende al menos un espectro de dicho haz de luz emitido por la muestra en al menos un punto de la
muestra.

11. Procedimiento de anélisis de una muestra (S), que comprende:

- un analisis microscopico de la muestra mediante un canal de analisis microscépico que comprende un objetivo
de microscopio (110) con una determinada apertura numérica nominal (ON) en un determinado campo de visién
(401), comprendiendo dicho analisis microscépico:

- iluminar la muestra a través del objetivo del microscopio segun un primer patrén de iluminacién dado (431
- 433) y en una primera banda espectral;

- detectar en dicho campo de visién y de acuerdo con un patrén de deteccidn, un haz de luz emitido por la
muestra en respuesta a dicha iluminacién de la muestra para formar una sefial de deteccion;

- procesar dicha sefial de deteccidén para generar informacién de anélisis microscépico de la muestra;

- la formacién de una imagen de visualizacion por reflexiéon superficial de un determinado campo efectivo de la
muestra que abarca dicho campo de vision, mediante un canal de visualizaciéon (150) que comprende dicho
objetivo de microscopio, un detector bidimensional (155), uno 0 mas elementos de formacién de imagenes
configurados para formar con dicho objetivo de microscopio un dispositivo de formacién de imagenes de campo
completo (250), comprendiendo la formacién de la imagen de visualizacion:

- la iluminacién de campo completo de la muestra en una segunda banda espectral;

- la conjugacién éptica del campo efectivo de la muestra con una zona de deteccién (156) del detector
bidimensional (155), mediante dicho dispositivo de formacién de imagenes de campo completo, para formar
dicha imagen de visualizacién;

- la representacién de dicha imagen de visualizacién y, en dicha imagen de visualizacién, mostrar un elemento
de imagen (530) que indique la posicion de dicho patrén de deteccién.

12. Procedimiento de andlisis de una muestra segun la reivindicacion 11, en el que el anélisis microscépico de la
muestra y la formacién de una imagen de visualizacién se llevan a cabo de forma continua.

13. Procedimiento de analisis de una muestra segun la reivindicacién 11, que comprende:

- una primera etapa de formacién de una imagen de visualizacién de la muestra sin iluminar el canal de analisis
microscopico,

- la deteccién de una zona de andlisis de interés en la imagen de visualizacién de la muestra 'y

- el anélisis microscépico de dicha muestra en dicha zona de interés.

14. Procedimiento de analisis de una muestra segun la reivindicacién 13, en el que la iluminacién del canal de
visualizacién se apaga durante el analisis microscéopico de la muestra.

15. Procedimiento de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que el
analisis microscdpico de la muestra comprende la obtencién de imagenes confocales y/o tomograficas de coherencia
Optica de la muestra.

16. Procedimiento de analisis de una muestra segun la reivindicacién 15, en el que el analisis microscépico de la
muestra comprende la obtencidén de imagenes tipo B-Scan a una velocidad de obtencién de imagenes determinada y
dicha velocidad de obtencién de imagenes esta sincronizada con una velocidad de adquisicién de iméagenes de
visualizaciéon.

17. Procedimiento de andlisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que el
analisis microscopico de la muestra comprende un analisis espectroscépico de la muestra.

18. Procedimiento de analisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17, que comprende
una etapa previa de calibracién que permite determinar, para dicho elemento de imagen, un elemento grafico que
indica la posicién de dicho patrén de deteccién.

19. Un procedimiento de anélisis de una muestra segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, que comprende
ademas la representacién de un marcador (640, 740) superpuesto a dicho elemento de imagen de la imagen de
visualizacién, permitiendo dicho marcador a un usuario apuntar a un punto de interés en el patrén de deteccién.

20. Procedimiento de andlisis de una muestra segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, en el que la
muestra es tejido bioldgico, por ejemplo piel.
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