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Resumen— En este trabajo se explora el uso de imagenes
multi-espectrales microscopicas de tiempo de vida de
fluorescencia (mFLIM) en diferentes muestras de tejido oral
humano in-vivo para la deteccién temprana de cancer. El
objetivo de este trabajo es explorar el uso de datos mFLIM
para la deteccion de tejido con lesiones malignas, cancerosas.
La tecnologia mFLIM captura la respuesta fluorescente
endégena en tejidos, de manera minimamente invasiva a
diferentes longitudes de onda. Por medio de un proceso de
deconvolucion y técnicas de descomposicion lineal se obtiene
una descripcion cuantitativa de los componentes base de la
muestra. Estos datos fueron utilizados para generar vectores de
caracteristicas y clasificar diferentes muestras mFLIM.
Utilizando un analisis de discriminacién cuadratica fue posible

detectar las muestras con lesiones malignas con una
sensibilidad del 72%.
Palabras clave— clasificacion automatica, imagenes

tiempo de vida de fluorescencia, lesiones malignas.

I. INTRODUCCION

La tendencia en el estado del arte es el desarrollo de
tecnologias que puedan detectar patologias, especialmente
lesiones cancerosas, de manera minimamente invasiva, con
una evaluacion cuantitativa, y en el menor tiempo posible
[1]. Ademas de estas cualidades, ya de por si dificiles de
cumplir, se busca que dichas herramientas sean ttiles para la
deteccion temprana de la patologia. En el caso de cancer, es
critico diagnosticarlo en una etapa incipiente de su
desarrollo para aumentar las posibilidades de recuperacion
y/o sobrevivencia de los pacientes. Una de estas
herramientas para la deteccion temprana y no invasiva, son
las imagenes microscopicas de tiempo de vida de
fluorescencia (FLIM, por sus siglas en inglés) [2]. Esta
técnica registra la respuesta fluorescente de una muestra al
ser excitada por una fuente electromagnética, generalmente
un laser UV. Recientemente se ha demostrado que esta
tecnologia es capaz de distinguir entre tejido sano y lesiones
cancerosas [3-5].

Los datos o cubos multi-espectrales FLIM (mFLIM)
capturan la respuesta fluorescente en diferentes bandas de
frecuencia o longitudes de onda, y suelen ser de gran
tamafio. Para interpretarlos, se suele acudir a diferentes
metodologias; como el uso de técnicas de deconvolucion [6]
para extraer las respuestas al impulso del tejido y estimar los
tiempos de vida de las moléculas auto-fluorescentes; o
incluso técnicas de descomposicion lineal [7], las cuales
proporcionan una descripcion cuantitativa de los datos. En

ambos casos, la intension proveer una interpretacion mas
sencilla de los datos mFLIM para facilitar sus aplicaciones
practicas. En este contexto, este trabajo propone emplear
datos mFLIM en conjunto con técnicas de deconvolucion y
de descomposicion lineal, para generar rasgos que permitan
generar una clasificacion del tejido analizado, y lograr
detectar una etapa temprana de cancer oral.

El resto del articulo se detalla a continuacion. En la
Seccion 1 se describe la metodologia utilizada para extraer
los datos y generar la descomposicion lineal, donde a partir
de las matrices de abundancia se generan las caracteristica
que alimentan al clasificador. En la Seccion III se explican
los resultados del proceso clasificacion. La discusion de los
resultados y el trabajo futuro se describen en las Secciones
Il y IV, respectivamente.

II. METODOLOGIA

Los datos mFLIM utilizados en este trabajo fueron
proporcionados por el Dr. Javier A. Jo. Las muestras fueron
tomadas en pacientes del College of Dentistry en Texas
A&M University. El protocolo de la toma de biopsias fue
aprobado por el comité de ética de Texas A&M University.
Las muestras fueron extraidas de diferentes secciones de la
cavidad oral: lengua, encia y mucosa oral. Esta ultima es la
membrana mucosa en el interior de la boca. En total, se
utilizaron 86 muestras. Estas consisten en 43 pares de datos
de diferentes pacientes. Cada par de datos corresponde a una
muestra tomada de una zona con lesion y otra zona sana del
mismo paciente, utilizada como control. De cada una de las
muestras se extrajeron biopsias, las cuales fueron analizadas
por un experto patdlogo. Con base en estos estudios, las
muestras fueron etiquetadas como tejido con lesiones
benignas, con displasia baja y con carcinoma.

Los decaimientos de fluorescencia de las muestras
fueron grabados utilizando el equipo mFLIM descrito en [8].
Este equipo tiene la capacidad de excitar muestras
fluorescentes por medio de un laser UV, concretamente un
laser pulsado Nd: YAG 355 nm con un ancho de pulso de 1
ns. La respuesta fluorescente de las muestras se graba en tres
longitudes de onda, 390 + 20 nm, 452 + 22.5 nm y = 500
nm. Estos canales fueron seleccionados para distinguir los
principales fluor6foros endégenos que suelen estar presentes
en el tejido: coldgeno, nicotina adenina dinucleétido en su
forma reducida (NADH), y flavin adenin dinucle6tido en su
forma oxidada (FAD).
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Fig. 1. Una de las respuestas al impulso de la fluorescencia utilizada. Cada dato FLIM contienen 25,600 mediciones como esta. Estos vectores
contienen las respuestas fluorescentes de una muestra en 3 diferentes longitudes de onda: 390 + 20 nm, 452 + 22.5 nm y = 500 nm.
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Fig. 2. Perfiles caracteristicos obtenidos de la descomposicion de 12 muestras de tejido obtenido de lenguas humanas. Estos vectores fueron
utilizados para caracterizar la respuesta fluorescente en 86 datos FLIM y calcular sus concentraciones proporcionales

Los decaimientos de fluorescencia son el resultado de la
convolucion de la respuesta al impulso de fluorescencia en
el tejido, con la respuesta del instrumento [6]. Para obtener
la respuesta al impulso de fluorescencia se empleé un
proceso de deconvolucion, y con este fin se utilizd el
método propuesto en [9]. Esta etapa permite ademas
eliminar ruido que se obtiene durante la obtencion de las
muestras mFLIM. Un ejemplo de las respuestas al impulso
de fluorescencia en las tres bandas analizadas puede ser
apreciado en la Fig. 1.

Cada una de las 86 muestras de la base de datos estd
compuesta por arreglos de 160x160x943 datos. Las primeras
dos dimensiones corresponden a dimensiones espaciales. En
cada una de estas K = 25,600 posiciones espaciales se
obtuvo un vector multi-espectral de longitud D = 943.
Estos vectores contienen la respuesta al impulso de
fluorescencia en cada posicion. Para poder interpretar los
datos, se utilizd una técnica de descomposicion espectral,
concretamente el método ciego y la herramienta presentada
en [7]. Esta técnica funciona bajo un modelo de mezcla
lineal
Y=PA+V €))

donde Y € RP*K representa los datos de la respuesta el
impulso de fluorescencia y V € RP*K es una matriz de
ruido. De acuerdo al modelo, los datos de entrada se

descomponen en N perfiles caracteristicos P € RP*N y sus

abundancias A € RV*K o concentraciones proporcionales.
En este trabajo, se fij0 N = 3 para obtener los perfiles
caracteristicos de las muestras de cavidad oral. Para la
descomposicion, se utilizaron solamente 24 muestras,
correspondientes a 12 pares de muestras de tejido de lengua:
4 clasificados como lesiones benignas, 4 clasificados como
displasia baja y 4 como carcinomas. Estos datos fueron
procesados por la herramienta de descomposicion ciega en
[10], y los perfiles caracteristicos obtenidos se muestran en
la Fig. 2. Los perfiles fueron utilizados para descomponer la
totalidad de las 86 muestras y estimar sus abundancias. Esta
informacion nos dice que cantidad relativa de cada perfil
caracteristico emplea cada medicion. En la Fig. 3, se
aprecian un ejemplo de las abundancias calculadas para una
de las muestras clasificadas por el experto como lesion
maligna o carcinoma.

III. RESULTADOS

El objetivo de este trabajo es explorar el uso de datos
mFLIM para la deteccion automatica de carcinoma oral en
muestras in-vivo. Con este fin, se planted utilizar la
informacion de las abundancias, obtenidas a partir de la
descomposicion lineal de una muestra representativa, para
generar un vector de caracteristicas util para diferentes
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TABLA1
Matriz de confusion de la validacion cruzada. Se realizaron 43 analisis
de discriminacién cuadratica utilizando el esquema leave-one-out. Esta
matriz es la suma de las 43 matrices de confusion resultantes.

Prediccion
Benigna  Carcinoma
. Benigna 27 5
Etiqueta Carcinoma 3 8

algoritmos de clasificacion. En esta primera etapa, se probod
la capacidad de separacion entre las muestras clasificadas
por el experto como lesiones benignas y aquellas detectadas
con carcinoma.

A partir de la informacion de las abundancias, se defini6
un vector de caracteristicas con el fin de clasificar los datos.
Por cada par de datos lesion/control, se calculo el vector de
caracteristicas como:

T =[N T3] Vi=1,..,43 2)
donde 7;; se calcula en el i-ésimo par de datos como la
mediana de la abundancia en la lesion para el perfil
caracteristico j (j € {1,2,3}), entre la mediana de la
abundancia en el 4area normal para el mismo perfil
caracteristico j.

Los vectores caracteristicos fueron -clasificados por
validacion cruzada (leave-one-out) utilizando el método de
analisis de discriminacion cuadratica [10]. Ya que se
cuentan con pocas muestras clasificadas como lesiones con
displasia baja, estas fueron consideradas como parte del
grupo de muestras con lesiones benignas. De tal manera, que
se hizo una clasificacion binaria para detectar muestras con
lesiones benignas vs muestras con lesiones malignas. En el
caso de la deteccion de las muestras de carcinoma, la
sensibilidad fue de 72.72% mientras que la especificidad fue
del 84.37 %. Para comprender mejor los resultados de la
validacion cruzada se calculd la matriz de confusion, ver
Tabla 1, como la suma de las 43 validaciones cruzadas
leave-one-out.

Ti2

IV. DISCUSION

Se utilizaron en total 86 datos mFLIM de muestras
humanas in-vivo de lengua, encias y mucosa oral. Cada
dato consiste en un arreglo de dimensiones 160x160x936.
La mitad de las muestras fueron tomadas de regiones con
alguna lesion, y la otra mitad de regiones sanas como puntos
de control. Las muestras fueron clasificadas en parejas con
base en el estudio de sus biopsias como benignas, displasia
baja y carcinoma. De las 86 muestras disponibles, solamente
5 pares (10 datos) fueron clasificados por el experto como
en estado de displasia baja, mientras que 11 pares (22 datos)
fueron etiquetados como carcinoma. Enseguida, se utilizo
una descomposicién lineal con 3 componentes buscando
obtener los perfiles caracteristicos de los principales
fluor6foros presentes en las muestras de cavidad oral:
colageno, NADH y FAD. Con base en los tres perfiles
obtenidos se calcularon sus abundancias en los 86 datos
disponibles. Esta informacion fue utilizada para construir
vectores de caracteristicas como se defini6 en (2).

Abundancia Perfil#1

Fig. 3. Abundancias de los tres perfiles caracteristicos en una muestra con
lesion (imagenes del renglon inferior) y su muestra de control (imagenes
del renglon superior). Las abundancias representan la concentracion
proporcional de cada vector caracteristico y van desde el 0 hasta el 1, el
cual representa una concentracion del 100%.

Debido a la baja proporciéon de muestras con displasia
media, el propésito de este estudio fue realizar una
clasificacion binaria entre las muestras sanas (benignas y
con displasia baja) contra las muestras con carcinoma. El
método utilizado para clasificar los datos fue analisis de
discriminacion cuadrética con validacion cruzada. En este
analisis, se utilizaron 43 iteraciones, una por dato, en donde
en cada una se hizo la clasificacion dejando una muestra
fuera (leave-one-out). Los primeros resultados indica que la
clasificacion tuvo una efectividad arriba del 81%, lo cual
corresponde a las muestras con carcinoma y muestras sanas
correctamente clasificadas. La sensibilidad, el porcentaje de
las muestras con carcinoma identificadas correctamente, fue
del 72%. Mientras que las muestras identificadas
correctamente como benignas fueron del 86%.

V. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

La tecnologia mFLIM busca caracterizar tejido de
manera minimamente invasiva y cuantitativa. Sin embargo,
la informacion que generan si bien es mas completa, o
complementaria, también es cierto que es mas dificil de
interpretar. Los resultados muestran que es posible utilizar
la informacion de la descomposicion lineal de datos mFLIM
para la deteccion de lesiones maligna en tejido in-vivo.
Concretamente, se utilizé un descriptor sencillo con base en
los datos de abundancia para distinguir entre muestras sanas
y aquellas con carcinoma. Sin embargo, la efectividad no es
tan alta como se busca. Una probable causa es la baja
proporcion de datos con lesiones comprobadas por
histopatologia como no-sanas, es decir, con displasia media
y/o carcinoma.
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En trabajos futuros nos enfocaremos en la deteccion de
la displasia baja, de las cuales por el momento se tienen
pocas. La displasia baja es un estado pre-canceroso del
tejido, en el cual las células de la muestra se reproducen a un
ritmo mayor que el normal. La deteccion temprana de esta
etapa seria de gran utilidad para la efectividad de los
tratamientos y/o intervenciones contra el cancer.
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