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DESCRIPCION
Un método de evaluacion de oscilaciones de microcirculacidn y dispositivo para el mismo
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método de evaluacién de oscilaciones de microcirculacién (movimiento de flujo) y
a un sistema o dispositivo para la evaluacion de oscilaciones de microcirculacion.

Técnica anterior

El fendmeno natural y espontaneo observado en las redes vasculares tanto in vitro como in vivo se denomina
vasomotilidad, es decir oscilaciones ritmicas del tono vascular que se generan dentro de una pared vascular.
La vasomotilidad es causada por cambios locales en las constricciones y dilataciones del musculo liso y no es
una consecuencia de los latidos del corazén, la respiracién o la entrada neuronal (H. Nillson et al., Vasomotion:
Mechanisms and Physiological Importance, Molecular Interventions, marzo de 2003, volumen 3, Namero 2,
pags. 79-89). La vasomotilidad es responsable de las variaciones ritmicas (oscilaciones) de la presion y el flujo
sanguineo, también llamada movimiento de flujo.

El documento EP2713860A2 divulga un método para evaluar la funcion del endotelio vascular en un sujeto
humano que comprende monitorizar los cambios en la intensidad de sefial de fluorescencia de NADH de las
células del tejido de la piel de una extremidad superior de dicho sujeto en funcién del tiempo, en donde dichos
cambios resultan de hiperemia reactiva provocada por el bloqueo y liberacién del flujo sanguineo en el mismo
miembro superior de dicho sujeto. Un sistema para evaluar la funcion del endotelio vascular en un sujeto
humano comprende un medio para iluminar la piel de una extremidad superior de dicho sujeto con luz excitante,
un medio para medir la intensidad de la sefial de fluorescencia emitida desde la piel y registrar cambios de
dicha intensidad de la sefial de fluorescencia a lo largo del tiempo; y un medio de restriccion para bloqueary
liberar el flujo sanguineo en el miembro superior de dicho sujeto.

En su nota, Piotrowski et al. (Nota: Fluorescencia cutanea mediada por flujo: una nueva técnica para la
evaluacién de la microcirculacién cutanea, Rev. Sci. Instrum. 87, 036111 (2016)) describe una técnica
recientemente desarrollada para la evaluacidon de la microcirculacién cutanea. La técnica denominada
Fluorescencia cutanea mediada por flujo (FMSF) se basa en la monitorizacion de la intensidad de fluorescencia
de NADH emitida por las células de tejido cutaneo de un antebrazo. Los cambios en la intensidad de
fluorescencia en funcién del tiempo en respuesta al bloqueo y la liberacién del flujo sanguineo en el antebrazo
se utilizan como medida del transporte de oxigeno con la sangre al tejido, lo que se correlaciona directamente
con el estado de la microcirculacién cutanea. Los resultados preliminares recopilados de voluntarios sanos y
pacientes que experimentan problemas cardiovasculares graves indicaron la utilidad de la técnica FMSF para
la evaluacion de perturbaciones relacionadas con la salud en la microcirculaciéon cutanea. Tarnawska et al. en
su estudio (A pilot study with flow mediated skin fluorescence: A novel device t0 assess microvascular
endothelial function in coronary artery disease, Cardiology Journal, vol. 25, n.° 1, 27 de febrero de 2018, p. 120-
127) evaluaron la funcion endotelial microvascular en pacientes con enfermedad de las arterias coronarias
(EAC) mediante fluorescencia cutanea mediada por flujo (FMSF), basada en mediciones de la intensidad de
fluorescencia de la forma reducida de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) durante la oclusion de la
arteria braquial (respuesta isquémica [IR max]) e inmediatamente después de la oclusion (respuesta
hiperémica [FC max]). Ademas, se midieron los niveles plasmaticos de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y
endotelina-1 (ET-1) para evaluar la asociacién entre los marcadores bioquimicos y la funcién microvascular
evaluada in vivo por FMSF. El estudio demostré que la fluorescencia de NADH medida por el dispositivo FMSF
en pacientes con EAC se asociaba con marcadores endoteliales plasmaticos establecidos, y que tanto la
respuesta isquémica como la hiperémica se atenuaban en pacientes con enfermedad avanzada y diabetes.

La microcirculacién es la parte del sistema circulatorio que tiene una funcién fisiolégica muy importante. Los
vasos de microcirculacidn garantizan un intercambio de gases, metabolitos y elementos del sistema inmunitario
limitado por una difusion eficiente entre la sangre y el espacio acuoso extravascular, asi como una regulacién
eficiente humoral y térmica.

La microcirculacion se estudia principalmente en humanos a nivel de la piel, es decir, como una
microcirculacion cutanea. Aunque los movimientos ritmicos de la pared vascular y los cambios del flujo
sanguineo provocados por ellos se observan en todo el lecho vascular, su visualizacion y registro son
especialmente faciles en la vasculatura de la piel. La vasomotilidad de microcirculacién cutanea es la variacion
ritmica del diametro de microvasos cutaneos y es responsable de las oscilaciones del flujo sanguineo
microcirculatorio cutaneo, es decir, el movimiento del flujo sanguineo cutaneo. El deterioro funcional
(disfuncion) de la funcién microcirculatoria de muchas regiones, tejidos y érganos, incluida la alteracion de las
oscilaciones naturales y espontaneas del flujo sanguineo, desempefia un papel muy importante en la
fisiopatologia de muchas enfermedades, especialmente las vasculares y la hipertension. Dado que el deterioro
de la microcirculacion cutanea refleja los deterioros de otras regiones, el analisis de las oscilaciones del flujo
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sanguineo microcirculatorio o del movimiento del flujo sanguineo cutaneo tiene un valor diagnostico.

El flujo sanguineo microcirculatorio se ha investigado hasta ahora indirectamente en seres humanos a nivel de
la piel mediante flujometria/fluximetria laser Doppler (LDF) y andlisis espectral de Fourier (transformada) de la
sefial LDF de la piel a partir de variaciones de flujo en el dominio de tiempo en el espectro de frecuencias. (M.
Rossi, Diagnostic values of skin vasomotion investigation in vascular diseases, Advances in Biomedical
Research, in Proc. International Conference on Medical Physiology, pags. 374-380, 2010). La evaluacion de la
funcién microcirculatoria por LDF se realiza tanto en condiciones de reposo como durante cambios de flujo
inducidos por isquemia, calentamiento o administracién de sustancias vasoactivas.

Otros métodos 6pticos como la fotopletismografia (PPG), la oximetria de pulso y la espectroscopia de reflexion
difusa se basan en la absorcidén de sangre y la reflexion de la luz por la sangre para estimar el volumen
sanguineo y la saturacion de oxigeno. No dan informacién sobre el flujo sanguineo.

El método LDF es practicamente el Unico método existente de investigacion no invasiva de la microcirculacion
y se basa en la utilizacion del desplazamiento Doppler que surge cuando la luz laser es dispersada por un
glébulo rojo que se mueve en los microvasos. Sin embargo, tiene ciertas desventajas, es decir, alto coste,
incertidumbre y variabilidad de las mediciones obtenidas, y comparaciones intra- e interindividuales
problematicas.

Se necesita un método de prueba que permita investigar y evaluar la funciéon de movimiento de flujo
(oscilaciones) de la microcirculacion y detectar cualquier disfuncion en una fase temprana del deterioro para
identificar a los pacientes para pruebas de diagnéstico adicionales mas detalladas y complicadas y/o para
Intervencion profilactica o terapéutica para mejorar la funcion.

Existe la necesidad de proporcionar una prueba no invasiva para investigar y evaluar la funcién de movimiento
de flujo (oscilaciones) de la microcirculacién que sea fiable, facil de realizar y econdémica, y capaz de una
estandarizacion objetiva y, por lo tanto, aplicable para pruebas en grandes poblaciones de pacientes, por
ejemplo con fines de deteccion.

También existe la necesidad de una prueba simple, rapida y econdmica que permita monitorizar y controlar la
respuesta de un paciente a un tratamiento médico de una enfermedad, tal como una enfermedad
cardiovascular.

Ahora se ha descubierto que la medicién de la fluorescencia de NADH de la piel en condiciones de reposo, es
decir, sin ningln bloqueo mecanico, fisico o farmacolédgico ni liberacién del flujo sanguineo, se puede utilizar
con éxito para la evaluacién de las oscilaciones espontaneas de la microcirculacion cutanea (movimiento de
flujo).

Compendio de la invencion

La invencién proporciona un método de evaluacion de la funcién oscilatoria de la microcirculacién cutanea y
un método de determinacion de un parametro para la evaluacion de la funcion oscilatoria de la microcirculacion
cutanea, asi como un dispositivo o sistema para el mismo, comprendiendo el método:

° iluminacién de una ubicacion seleccionada en la piel sin vello de un sujeto humano en una
condicion de reposo estable sin ningan bloqueo del flujo sanguineo con luz excitante capaz de inducir
una sefial de fluorescencia de NADH en la piel durante un periodo de tiempo;

° simultaneamente con dicha iluminacion, detectar, medir y registrar en funcién del tiempo una
sefial de fluorescencia de NADH inducida emitida desde dicha ubicacién seleccionada para obtener
el curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia de NADH en dicho periodo de tiempo; y

° etapas implementadas por ordenador de:

o) ajuste de una linea de base alrededor de la cual la sefial de fluorescencia de NADH
oscila segn dicho curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia de NADH; y

o determinacion de un error cuadratico medio de la desviacién de la sefial de
fluorescencia de NADH desde la linea de base ajustada como parametro de la funcién
oscilatoria de la microcirculacion cutanea.

La definiciéon de un parametro de evaluacion en el método de la invencion como el error cuadratico medio de
la desviacion de la sefial de fluorescencia de NADH de la linea de base ajustada hace que este parametro sea
objetivo, independiente del operador y especifico del paciente resultado de la prueba. Esta caracteristica del
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parametro permite su facil estandarizacion.

El curso temporal de la sefial de intensidad de fluorescencia de NADH permite obtener datos importantes para
el andlisis de disfunciones de la microcirculacion.

Breve descripcion de las figuras del dibujo

Las Figs. 1 a 4 muestran cursos temporales registrados de fluorescencia de NADH cutanea mediada
por flujo y lineas de base ajustadas en sujetos humanos aparentemente sanos: voluntarios.

Las Figs. 5 a 10 muestran cursos temporales registrados de fluorescencia de NADH cutdnea mediada
por flujo y lineas de base ajustadas en pacientes.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un método de evaluacion de la funcién oscilatoria de la microcirculacién
cutanea en un sujeto humano, comprendiendo el método:

° iluminacién de una ubicacion seleccionada en la piel sin vello de un sujeto humano en una
condicion de reposo estable sin ningln bloqueo o estimulacion del flujo sanguineo con luz excitante
capaz de inducir una sefial de fluorescencia de NADH en la piel durante un periodo de tiempo;

° simultaneamente con dicha iluminacién, detectar, medir y registrar en funcién del tiempo una
sefial de fluorescencia de NADH inducida emitida desde dicha ubicacién seleccionada para obtener
el curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia en dicho periodo de tiempo; y

° etapas implementadas por ordenador de:

o) ajuste de una linea de base alrededor de la cual la sefial de fluorescencia de NADH
oscila segun dicho curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia; y

o determinacion de un error cuadratico medio de la desviacion de la sefial de
fluorescencia de NADH desde la linea de base ajustada como parametro de la funcién
oscilatoria de la microcirculacion cutanea.

La presente invencion proporciona también un método de determinaciéon de un parametro de la funcién
oscilatoria de la microcirculacion cutanea en un sujeto humano, comprendiendo el método:

° iluminacién de una ubicacion seleccionada en la piel sin vello de un sujeto humano en una
condicion de reposo estable sin ningin bloqueo o estimulacion del flujo sanguineo con luz excitante
capaz de inducir una sefial de fluorescencia de NADH en la piel durante un periodo de tiempo;

° simultaneamente con dicha iluminacion, detectar, medir y registrar en funcién del tiempo una
sefial de fluorescencia de NADH inducida emitida desde dicha ubicacion seleccionada para obtener
el curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia en dicho periodo de tiempo; y

° etapas implementadas por ordenador de:

o) ajuste de una linea de base alrededor de la cual la sefial de fluorescencia de NADH
oscila segun dicho curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia; y

o determinacion de un error cuadratico medio de la desviacién de la sefial de
fluorescencia de NADH desde la linea de base ajustada como parametro de la funcion
oscilatoria de la microcirculacion cutanea.

El método de la invencion utiliza la denominada fluorescencia cutanea mediada por flujo. El método se conoce,
por ejemplo, por Hellman et al., Microvascular Research 113 (2017), 60-84; Piotrowski et al. Review of Scientific
Instruments, AIP, Melville, Nueva York, EE. UU., vol. 87, n.° 3 (2016); Tarnawska et al., Cardiology Journal, vol.
25, n.° 2 (2018, 120-127; y WO2012/164494 en la aplicacién para la determinacién de ciertos parametros
cuantitativos de cambios en la sefial de fluorescencia de NADH cutanea mediados por el bloqueo (isquemia) y
luego liberaciéon (hiperemia) del flujo sanguineo en la arteria. Las respuestas isquémicas (bajo flujo) e
hiperémicas (alto flujo) brindan informacion sobre el estado del endotelio vascular. Se obtuvieron diferentes
respuestas isquémicas e hiperémicas entre sujetos sanos y pacientes con enfermedad cardiovascular (EAC),
una poblacién con disfuncién microvascular bien caracterizada. En el método anterior no se consideraron ni
determinaron las oscilaciones del curso temporal de la fluorescencia de NADH cutanea.
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Las oscilaciones del curso temporal de la fluorescencia de NADH cutanea en el método de la invencion reflejan
las oscilaciones del flujo sanguineo microcirculatorio cutaneo.

Los datos obtenidos en el método de la invencion se pueden utilizar en el diagndstico temprano de la disfuncién
de microcirculacién.

El método de la invencidén comprende la iluminacién de una superficie de piel sin pelo de un sujeto humano en
una ubicacion seleccionada. Dicha superficie de piel sin pelo significa, entre otras cosas, la superficie de la
extremidad superior del sujeto, tal como el antebrazo, la mano o un dedo, preferiblemente el antebrazo. Una
superficie de piel sin pelos de este tipo incluye también la superficie de la extremidad inferior, como por ejemplo
los muslos y los pies. Una superficie de piel sin pelos de este tipo incluye también, por ejemplo, la zona de la
frente.

Sin embargo, como el método requiere la medicidn de la sefial de fluorescencia cutanea en condiciones de
reposo y en estado de inmovilidad estable de un paciente, la ubicacion de iluminacion mas preferida es el
antebrazo, ya que permite que el paciente esté sentado cdmodamente e inmoévil durante la prueba.

La iluminacién en una ubicacion seleccionada debe entenderse como iluminaciéon en donde los medios de
iluminacién se dirigen a una Unica posicion/ubicacion en la superficie de la piel y no se mueven
intencionalmente con respecto a esta posicion/ubicacion.

Un experto apreciara que la sefial de fluorescencia cutanea mediada por flujo se emite desde la piel cuando la
piel se ilumina con luz excitante y durante dicha iluminacion.

Debe entenderse que cualquier mencién en esta memoria a una sefial de fluorescencia se relaciona con la
sefial de fluorescencia de NADH emitida por la piel de un sujeto.

Un experto apreciara que la luz excitante capaz de inducir fluorescencia de NADH tendra la longitud de onda
en el intervalo UV absorbida por NADH. EI NADH absorbe luz en casi todo el espectro UVA en el intervalo de
300 a 400 nm y en respuesta a la iluminacion emite luz fluorescente en el intervalo de 400 nm a 600 nm, con
un maximo en aproximadamente 460 nm.

Preferiblemente, la luz excitante tendrd una longitud de onda de aproximadamente 350 a 360 nm,
especialmente 360 nm.

Preferiblemente, la luz fluorescente emitida se detectara y medira en una longitud de onda en el intervalo de
420 nm a 480 nm, especialmente aproximadamente 460 nm.

El periodo de tiempo durante el que se realiza la deteccion, medicidn y registro de la sefial de fluorescencia es
el periodo que permite obtener una evaluacion suficiente de los cambios de fluorescencia para el ajuste de una
linea de base implementado por ordenador. Dicho periodo de tiempo suficiente generalmente deberia ser de
al menos un minuto, tal como de 1 a 5 minutos, tal como 1, 2, 3, 4 0 5 minutos. El periodo de medicién puede
ser superior a 5 minutos, como por ejemplo hasta 10 minutos.

Preferiblemente, los resultados de la medicion se normalizan con respecto al valor medio de la sefial de
fluorescencia en el periodo central de medicién.

Debe entenderse que para realizar las etapas implementadas por ordenador como se define anteriormente se
utiliza un programa informatico. Es ventajoso rechazar la seccion inicial de la medicion. Por ejemplo, si el
periodo de medicion es de 5 minutos, entonces se rechaza la seccién inicial de 1 minuto y se toma el periodo
de medicién que comprende del segundo al quinto minuto, inclusive, para ajustar la linea de base y determinar
el error cuadréatico medio.

Debe entenderse que la linea de base ajustada alrededor de la que oscila la sefial de fluorescencia de NADH
es una linea generada/creada artificialmente. El ajuste de una linea de base alrededor de la que oscila la sefial
de fluorescencia de NADH se puede realizar utilizando el método de regresion polindmica.

Sobre la base de los cursos de fluorescencia cutanea mediada por flujo recopilados para el grupo de pacientes
y un grupo de control, se ha descubierto que una linea de base alrededor de la que oscila la sefial de
fluorescencia no es horizontal y puede ser ascendente, descendente, ascendente llegando a meseta,
descendente llegando a meseta, parabdlica, etc., uno.

Preferiblemente, sobre la base de dichos cursos de una linea de base, se utiliza un método de regresién

polindmica de segundo orden para ajustar la linea de base, ya que tiene el mejor ajuste a los cambios en el
curso de la sefial de fluorescencia no relacionados con las oscilaciones del flujo sanguineo.
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Un polinomio, preferiblemente un polinomio de segundo orden, se ajusta a puntos experimentales utilizando el
método de regresidn lineal (método de minimos cuadrados). Tal ajuste es Unico, como resultado de la solucién
del sistema de ecuaciones. La parabola es un sistema de 3 ecuaciones que permiten encontrar parametros
Unicos de la ecuacion y = intercepto + B1*x + B2*x*2.

En el método de minimos cuadrados, el mejor ajuste se considera aquel en donde la suma de los cuadrados
de las desviaciones del punto experimental de la funcién polindmica, es decir, SSE = Z(yi-Yi)*2 (suma residual
de los cuadrados) es minimo (yi - puntos experimentales, Yi - puntos correspondientes en la curva ajustada).
Al mismo tiempo, el valor SSE es la medida del error de ajuste (desviacion de los puntos de la relacion
polindmica). En el caso del andlisis de oscilaciones, la desviacion de la sefial de fluorescencia se puede utilizar
como evaluacion de la medida de oscilaciones; un parametro que es el resultado objetivo y especifico del
paciente de la prueba.

En el analisis estadistico, la desviacion al cuadrado (suma residual de cuadrados) se puede normalizar con
respecto al namero de puntos experimentales analizados (el tiempo de medicion de las oscilaciones tomadas
para el andlisis). Es decir, se calcula el error cuadratico medio.

El error cuadratico medio se define como:
MSE = 88E/{n-m},

donde
SSE es la suma residual de cuadrados

n es el numero de puntos de medicién tomados para el analisis (depende del intervalo de tiempo y la
frecuencia de muestreo),

m es el nimero de parametros de regresion que describen el polinomio (3 en el caso de un polinomio
de segundo orden).

MSE es un estimador insesgado de la desviacion de los puntos/sefiales de la relacion polindmica. Esto permite
comparar los resultados obtenidos de la observacion de oscilaciones en diferentes intervalos de tiempo.

Definir el parametro de oscilaciones como MSE |o hace objetivo, independiente del operador, caracteristico de
un paciente y su prueba con el método de fluorescencia cutdnea mediada por flujo.

Los presentes inventores han optado por llamar al parametro asi definido en las pruebas descritas en los
Ejemplos que siguen un indice Flowmotion. Sin embargo, no es limitativo ya que se le puede dar cualquier otro
nombre.

La presente invencion proporciona también un dispositivo o sistema para realizar el método de la invencién
como se define anteriormente.

El dispositivo o sistema para la evaluacién de la funcion oscilatoria de la microcirculacién cutanea o la
determinacién de un parametro de dicha funcién en un sujeto humano segun la invencién comprende:

° un medio para iluminacién de la piel de dicho sujeto con luz excitante capaz de inducir una
sefial de fluorescencia de NADH;

° un medio para detectar y medir la sefial de fluorescencia de NADH emitida desde la piel
durante dicha iluminacion;

° una unidad de procesamiento que se configura para realizar lo siguiente:
o) recibir y registrar el curso de dicha sefial de fluorescencia de NADH en el tiempo,
o) ajustar una linea de base alrededor de la cual la sefial de fluorescencia de NADH

oscila segun dicho curso temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia; y

o determinacion de un error cuadratico medio de la desviacién de la sefial de
fluorescencia de NADH desde la linea de base ajustada como parametro de la funcién
oscilatoria de la microcirculacion cutanea
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° un medio para mostrar un resultado de la determinaciéon de dicho parametro de funcién
oscilatoria.

El dispositivo o el sistema segun la invencidn también puede comprender un medio para conectar una memoria
portatil para recuperar y guardar dicho curso de la sefial de fluorescencia en el tiempo para imprimirla y analizar
su patrén.

Las técnicas para obtener, detectar, medir y registrar la sefial de fluorescencia de NADH a partir de células de
tejido (fluorometria de NADH), asi como fluorémetros, son como tales bien conocidas en la técnica y pueden
usarse para realizar el método de la invencion y en la dispositivo/sistema de la invencion.

Dichos medios para iluminar, detectar, medir, registrar y realizar etapas implementadas por ordenador pueden
integrarse en dicho fluorémetro.

Dichos medios de iluminacion seran una fuente de luz de excitacién capaz de emitir luz UV en el intervalo
absorbido por el NADH, es decir en el intervalo de longitud de onda de 300 a 400 nm.

Dicho medio para detectar sera un detector de sefial de fluorescencia al menos en el intervalo emitido por
NADH, es decir en el intervalo de longitud de onda de 400 a 600 nm, preferiblemente de 420 nm a 480 nm,
especialmente alrededor de 460 nm.

Dichos medios de iluminacion y deteccion se combinan preferiblemente en un Gnico cabezal de medicion que
se colocara en la ubicacion seleccionada cerca de la piel del sujeto. Un cabezal de medicion de este tipo tendra
también una ventana de medicién y también puede comprender filiros de interferencias.

Generalmente, existe una cierta flexibilidad en la configuracién del dispositivo, siempre que se incluyan todos
los elementos esenciales enumerados anteriormente.

Se pueden usar fuentes de luz convencionales de luz de excitacidon conocidas en la técnica, incluyendo lampara
espectral filtrada tal como lampara de mercurio o xendn, diodo emisor de luz LED, diodo laser o laser pulsado.
Una fuente de luz ventajosa es el diodo emisor de luz LED.

Se pueden utilizar detectores convencionales, tales como detector de fotodiodo, detector de fotodiodo rapido,
tubo multiplicador de fotones, etc.

La luz excitante se puede llevar a la piel a través de la ventana del cabezal de medicion colocado cerca de la
piel, ya sea en contacto directo con la piel o muy cerca de la piel. La fluorescencia cutanea emitida se puede
recoger a través de la misma ventana del cabezal de medicion.

El cabezal de medicion se puede conectar a la fuente de luz y al detector a través de la guia de luz o puede
comprender tanto la fuente de luz como el detector en una sola disposicion.

Se puede utilizar cualquier guia de luz convencional para transportar luz de excitaciéon y para recoger luz
fluorescente, tal como fibras épticas, opcionalmente en una carcasa flexible.

En una realizacién, la medicion se realizara en un antebrazo o en el lado palmar de una mano y el cabezal de
medicion se unira al soporte para colocar la mano o a la banda fijada en la mano.

En otra realizacion, la medicion se realizara en el lado dorsal de una mano colocada sobre un soporte, tal como
un tripode, y el cabezal de medicién se fijara por encima de la mano.

En otra realizacién, la medicion se realizara en un dedo, mediante una copa, un aro 0 un manguito en el extremo
del cabezal medidor, apretandose dicha copa, aro o manguito alrededor del dedo dependiendo del tamafio de
este dltimo.

En incluso otra realizacidn, la medicion se realizara de forma multipunto. Por ejemplo, se pueden llevar varias
guias de luz a la banda montada alrededor de un antebrazo o un dedo.

Ejemplo

Se midi6 la fluorescencia de NADH de las células de la piel de la mano de un sujeto humano y los cambios de
intensidad de esta fluorescencia en el tiempo.

La medicion se realiz6 utilizando un dispositivo prototipo equipado con un cabezal de medicién que comprende
un diodo emisor de luz LED, un detector de fotodiodo, filtros de interferencia en una disposicion unida al
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reposabrazos con la ventana 6ptica adecuada para medir la emision desde la superficie de la piel.

La longitud de onda de la luz de excitacion fue de 340 nm y la longitud de onda de la sefial de emisién
monitorizada fue de 460 nm.

Se recogid y registré durante 5 minutos la intensidad de una sefial de fluorescencia de la mano del sujeto
colocada libremente sobre un reposabrazos sin ninguna estimulacion de la circulacion.

Las mediciones se realizaron en voluntarios aparentemente sanos como control asi como en el grupo de
pacientes oncoldgicos. Se registro el curso de la sefial de fluorescencia en el tiempo y se representé en funcion
del tiempo.

Todos los resultados se normalizaron al valor medio de la sefial entre 2 y 3 minutos de medicién (periodo de
medicion central). Se calculd el valor medio de los resultados de este intervalo y luego las sefiales de
fluorescencia en todo el intervalo de medicion se dividieron por este valor medio. De esta manera se obtiene
una presentacion normalizada de los resultados (aproximadamente el valor 1), independientemente del nivel
individual de fluorescencia de la piel de un sujeto determinado.

Para etapas adicionales se rechazaron los resultados durante el primer minuto de la medicién. Se realizé el
ajuste de una linea de base para los resultados normalizados y se determinaron los errores cuadraticos medios
(también llamados aqui indice de movimiento de flujo indice FMindex) Sobre la base de los resultados
normalizados utilizando un programa informatico.

Para obtener valores en el intervalo de unidades a cientos, los valores calculados de FMindex S€ multiplicaron
por 108; los valores obtenidos se redondearon a decimales.

Los parametros de la funcidn oscilatoria se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:
donde:
SSE - suma residual de cuadrados;

MSE - error cuadratico medio = la suma residual de cuadrados dividida por el nimero de grados de
libertad;

n - el niumero de puntos de medicion que dependen de la frecuencia de muestreo: aqui cada 40 ms;
m - el nimero de parametros de regresion (aqui polinomio de segundo orden, es decir, m = 3)

Los resultados se presentan en la Tabla 1 (grupo control de voluntarios) y la Tabla 2 (pacientes oncoldgicos).
Para algunos sujetos se realizaron varias mediciones repetidas y se determinaron los valores medios.

Ademas, en las Figuras 1 a 4 se trazaron y presentaron los cursos temporales de la sefial de fluorescencia con
lineas de base ajustadas alrededor de las que oscilaban las sefiales para los sujetos de control 1, 2,3y 4,y
en las Figuras 5 a 10 para los pacientes |_1,_2, L_1,L_2, H_1 y H_2, respectivamente

Tabla 1. Voluntarios sanos - grupo de control

Sujeto FMindex

Control_1 § :
Control_2 2576 : 2857

Control_3
Control_4

Control_5

S S A SR RN SRR RN RN SRR R

Control_6
Control_7

B LT R ST LT LT Lt ST

Control_8

La media para todo el grupo fue 117,4.
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Tabla 2. Pacientes oncologicos

Paciente i FMidex ;| Media |

‘Pacientes con cancer de mtestlno

i Pacientes con cancer de pulmoén
oLt 127

L2 | 58
L3 : 460 @ 215

..........................................................................

8,7

Andlisis estadistico: Distribucién t de Student con dos muestras asumiendo varianzas desiguales.

La Variable 1 es la media del FMindex para el grupo de control, la Variable 2 es el FMingex para los grupos de
5 pacientes.

1. Control versus pacientes con cancer de intestino

............................................................................................................................................................................................................

3 : Variable 1} Variable 2|
‘Media 117,4125§ 58,814286
e e issis
‘Observaciones 8 7
T e
df _ 13

B R PRI A—
\P(T<=t) una cola : 0,018822754

T S T —
[P(T<=t) dos colas 0,037645507

R R T

2. Control versus pacientes con cancer de pulmén

..................................................................................................

iVariable 1 Variable 2 \
‘Media 5 117,4125 215
§\‘/l;flié"ﬁlz"é ................................................................................................................................................ ‘
§Observaciones ]
§B‘i‘%é}'é}i‘éié"&"e"}}i‘e"d‘i'éé"ﬁ}'ﬁia{é‘{[éé .................................................................................................
df . 9
testadlsma ..................... 4202203933
\P(T<=t) una cola 0,001149589

T critico de una cola

RS S R R R R R AR RRRE R}

1,833112933
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r————— T R
{P(T<=t) dos colas 0,002299178 |

T Critico de dos colas 2,26215716 :

....................................

3. Control versus pacientes con cancer de cabeza

3 : Variable 1 Variable 2|
Media 117,4125 8,675
o e oo
‘Observaciones 8. 4
i s
df 8

e — S s
P(T<=t) una cola 0,000265216

R N
\P(T<=t) una cola 0,000530433

s i o paa— B —

5 A pesar del pequefio nimero de sujetos evaluados, practicamente todos los analisis muestran diferencias
estadisticamente significativas (disminucién de las oscilaciones) con respecto al grupo de control. El método
posee un potencial diagndstico significativo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de evaluacion de la funcion oscilatoria de la microcirculacién cutanea, comprendiendo el método:
- iluminacién de una ubicacién seleccionada en la piel sin vello de un sujeto humano en una condicién
de reposo estable sin ningln bloqueo o estimulacion del flujo sanguineo con luz excitante capaz de
inducir una sefial de fluorescencia de NADH en la piel durante un periodo de tiempo;
- simultaneamente con dicha iluminacion, detectar, medir y registrar en funcién del tiempo la sefial de
fluorescencia de NADH inducida emitida desde dicha ubicacién seleccionada para obtener el curso
temporal de la intensidad de sefial de fluorescencia de NADH en dicho periodo de tiempo; y
- etapas implementadas por ordenador de:

- ajuste de una linea de base alrededor de la cual la sefial de fluorescencia de NADH oscila segun
dicho curso temporal de la sefial de fluorescencia de NADH; y

- determinacién de un error cuadratico medio de la desviacion de la sefial de fluorescencia de NADH
desde la linea de base ajustada como parametro de la funcién oscilatoria de la microcirculacién
cutanea.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho ajuste de la linea de base se realiza utilizando el método
de regresion polindmica.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde se utiliza el método de regresion polindmica de segundo orden.

4. El método de la reivindicacion 2 o 3, en donde dicho ajuste se realiza utilizando el método de minimos
cuadrados.

5. El método de la reivindicacién 1 en donde dicho periodo de tiempo es al menos 1 minuto.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde para dicho ajuste de la linea de base se rechaza un periodo inicial
de medicién.

7. Un dispositivo o sistema para la evaluaciéon de la funcién oscilatoria de la microcirculacién cutanea,
comprendiendo el dispositivo:

- un medio para iluminacién de la piel de dicho sujeto con luz excitante capaz de inducir fluorescencia
de NADH,;

- un medio para detectar y medir la sefial de fluorescencia de NADH emitida desde la piel;
- una unidad de procesamiento que se configura para realizar lo siguiente:
- recibir y registrar el curso temporal de dicha intensidad de la sefial de fluorescencia de NADH,

- ajuste de una linea de base alrededor de la que oscila la sefial de fluorescencia de NADH segun
dicho curso temporal de la sefial de fluorescencia, y

- determinacioén del error cuadratico medio de la desviacién de la sefial de fluorescencia de NADH

desde la linea de base ajustada como parametro de la funcién oscilatoria de la microcirculacién
cutanea,

- un medio para mostrar un resultado de la determinacioén de dicho parametro de funcién oscilatoria.

8. El dispositivo o sistema segun la reivindicacién 7, en donde dicho ajuste de la linea de base se realiza
utilizando el método de regresién polinomica.

9. El dispositivo 0 sistema segun la reivindicacion 8, en donde se utiliza el método de regresion polinémica de
segundo orden.

10. El dispositivo o sistema segun la reivindicacion 9, en donde se utiliza el método de minimos cuadrados.
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© Cédigo de paciente: Control_3; FMy, = 1282
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Fig. 3

Cédigo de paciente: Control_4; FM, ., = 133.1
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Fig. 4
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Codigo de pacienter] 1, FMyg = 27.5
101 -
100 -
089 -
098 -
60 120 180 240 300
t[s]
Fig. 5
Cddigo de pacienter L2, FM, 40 = 20,8
1.01
1,00 - f
0.99 -
80 120 180 240 300
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Flucrescencia [unidad art.]

Fluorescencia [unidad arb.]
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- Codigo de paciente: L_1, FM, = 127

1,01 - N

1,00 -

0.99 -

0 120 180 240 300

Fig. 7

Cddigo de paviente: L2 FMye, = 5.8

101 -
100 -
009
008 -
0 120 180 240 300
t [s]
Fig. 8
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Fiuorascencia [unidad arb.]

Fluorescencia [unidad arb.]
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Cadige de paciente: H_1; FMygu

H
Ly

9

1000 -
0,985 -
60 120 180 240 300
t{s]
Fig. 9
{adigo de pacienie; H_2; FMindex= 2,3
1005 -
1,000 -
60 120 180 240 300
t[s]
Fig. 10
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