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“Al perseguir lo inaccesible volvemos imposible lo que no lo es.”

Jacques Michel Robert



Resumen

En el laboratorio de optica cuantica del Instituto de Ciencias Nu-
cleares (ICN-UNAM) se producen parejas de fotones en diversos medios
como cristales con propiedades opticas no lineales de segundo orden

diferente de cero y fibras 6pticas.

En este trabajo, se estudio la generacion de parejas de fotones en
muestras biologicas para su posible aplicacion en el diagnostico médi-

CO.

Desde hace varias décadas, se realiza diagnostico médico en teji-
dos biologicos ricos en colageno gracias a la susceptibilidad eléctrica
de orden dos que presentan, y que permite la generacion de segundo
armonico haciendo posible la observacion de las fibras de colageno. De
esta manera, se han estudiado enfermedades como tendinitis y cancer

de mama [1] [2].

En este proyecto, se reprodujo parte del trabajo que se lleva a cabo
en otros laboratorios utilizando generacion de segundo armoénico [3],

en dos muestras de tejido de tendon de porcino.

Ademas, se implement6 la generacion de parejas de fotones creados
a partir del conversion paramétrica descendente espontanea, utilizan-

do como medio los tejidos biologicos y realizando un comparativo entre
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los dos procesos, es decir, entre la generacion de segundo armonico y
proceso paramétrico descendente espontaneo, mediante el uso de tres
meétodos con los que usualmente se estudia la generacion de segundo

armonico [4].

Los resultados obtenidos y de acuerdo a los resultados reportados
para tendones porcinos [1] nos indican que los tejidos estudiados po-

drian tener tendonitis.
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Glosario

Aminoacido Molécula organica que cuenta con un
grupo amino (N H,) y uno carboxilo (COOH).
Enlace peptidico Enlace originado entre los grupos (NVH,) y
(COOH) de dos aminoacidos distintos
Cadena polipeptidica Estructura lineal de aminoacidos

unidos entre si mediante enlaces peptidicos.

Glicina Aminoacido cuya formula quimica es
NH,CH,;COOH.

Lisina Aminoacido con férmula molecular
CsH14N20,

Prolina Aminoacido con féormula molecular
CsHyN Oy

Codon Secuencia de tres nucleotidos que

corresponden a un aminoacido especifico.
Hidroxiprolina Aminoacido derivado de la prolina.
Residuo Aminoacidos derivados de cadenas

polipeptidicas largas
Monoémero Molécula fundamental de las

moléculas organicas

Tetramero Molécula formada por cuatro monoémeros.
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Capitulo 1

Marco Teorico

1.1. Generacion de segundo armonico

La primera vez que se observo la generacion de segundo armonico
fue en 1961 cuando Fraken hizo pasar la linea de 694.3 nm del laser de
rubidio por un cristal de cuarzo en cuya salida pudo detectar fotones

con una longitud de onda de 347.15 nm aunque de poca intensidad.

El origen de la generacion de segundo armonico se debe a la res-
puesta no lineal de segundo orden que algunos materiales tienen ante

un campo eléctrico externo [5].

Cuando tenemos un solido en presencia de un campo eléctrico ex-
terno (ﬁ) se produce una separacion de cargas en los atomos que com-

ponen el solido y por ende la polarizacion electronica del mismo [?).
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Asi, podemos expresar €ésto matematicamente como se muestra en la

ecuacion 1.1

— — — — — —

P=c¢(xWE +YPEE+\YEEE + ..) (1.1)

donde ¢, es la permitividad del vacio y x") es la susceptibilidad eléctrica
lineal y x» y x® son los coeficientes 6pticos no lineales de segundo y

tercer orden respectivamente [6].

Para materiales ordinarios P varia linealmente con el campo F apli-

cado, pero para algunos otros materiales dicha variacion es no lineal.

Especificamente, para la generacion de segundo armonico se em-
plean materiales no lineales que tengan un coeficiente y? distito de

cero. Entonces de la ecuacion 1.1 se tiene que:

—

P=e(xWE + x?EE). (1.2)

Considerando que el campo eléctrico aplicado corresponde a un haz

de luz con una frecuencia angular w = 27v entonces E = FEjsin(wt).

12



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Sustituyendo en 1.2 se tiene que:

P = Eo(xWEy sin(wt) + x? EyEy sin?(wt)) (1.3)

pero sin?(wt) = %(1 — cos(2wt)), por lo que

= 1
P= X(l)EUEO sm(wt) + §X(2)€0E0E0(1 — COS(2CL)t)). (1.4)

El segundo sumando de la ecuacion anterior tiene una velocidad de
propagacion 2 veces mayor a la original, es decir, la luz correspondiente
a ese término tiene una doble frecuencia de propagaciéon con respecto
a la luz original. Debido a que las dos longitudes de onda viajan a di-
ferentes velocidades se pueden tener pérdidas en la intensidad de la
senal producida por la generacion de segundo orden por interferencia
destructiva. Sin embargo, experimentalmente se puede resolver este
problema cumpliendo con las condiciones de phase-matching con las
que es posible elegir una direccion en el cristal a la que ambas longitu-

des de onda viajan a la misma velocidad [11].

13



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.2. Conversion parameétrica descendente es-

pontanea (SPDC)

El SPDC (por sus siglas en inglés) es un proceso cuantico que tam-
bién explota la no linealidad de los materiales con y(? diferente de cero.
En este proceso, se hace incidir un haz de bombeo (pump) sobre un
medio no lineal (por ejemplo un cristal de 5 Borato de Bario, conocido
como BBO) y con cierta probabilidad un fotén del bombeo se aniqui-
la dando lugar a dos fotones de menor frecuencia, connoccidos cémo
senal (signal) y acompanante (idler) [8], tal y como se muestra en la

Figura 1.1.

signal

Figura 1.1: Proceso paramétrico descendente espontaneo tipo I.

Los fotones generados estan en funcion de las ecuaciones de phase-
matching que se refieren a la conservacion del momento £ y la energia

w.

14



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Wy = W; + Ws; (1.5)

— —

kp = ki + ks (1.6)

donde los indices p, s e i se refieren a los fotones bombeo, sefial y acom-

panante, respectivamente.

Existen dos tipos de SPDC que son los mas utilizados, el tipo I, en
el que los dos fotones generados poseen la misma polarizacion entre si,
pero perpendicular al bombeo y estan contenidos en un cono concén-

trico.

En el SPDC tipo II los fotones producidos tienen polarizaciones per-
pendiculares entre si y se generan en una distribucion de dos conos

concéntricos.

1.3. Optica no lineal de segundo orden en

moléculas organicas

Al hacer incidir un haz de luz laser a un atomo o molécula, se pueden

producir transiciones entre dos niveles de energia dentro del atomo o

15



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

molécula, cuya separacion corresponde a la energia de los fotones emi-

tidos durante la transicién [10].

Un atomo en presencia de una onda de luz, se ve afectado tanto por
su campo eléctrico como el magnético, pero considerando que la fuerza
magnética sobre los electrones que conforman el laser con magnitud de
velocidad v es menor que la fuerza eléctrica por un factor ?, entonces,
se pueden despreciar los efectos magnéticos sobre el atomo. Como re-
sultado de la interaccion entre el campo eléctrico del laser y el atomo,
se induce una polarizacion eléctrica en éste. La relacion entre el campo
eléctrico aplicado con una frecuencia w; (proveniente de la onda elec-
tromagnética del laser) y la polarizacion inducida en el atomo esta dada

por [11]:

Pi(wl) = Zj aij<_w17w2)Ej(w2) + ij ﬁz‘jk(_wlaW27W3)Ej(w2)Ek(w3)

+ ijl ’Yijkl(—wl, Wa, W3, w4)Ej(w2)Ek(w3)El(w4) 4+ ... (17)

donde P;(w;) es la polarizacién inducida en un medio macroscépico por
un campo eléctrico a una frecuencia w;, a lo largo del i-ésimo eje, «;; es
la polarizabilidad lineal, §;;; es la primera hiperpolarizabilidad y ;i es
la segunda hiperpolarizabilidad, F; es el campo eléctrico aplicado a lo

largo de la direccion i-ésima.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Mientras que la polarizacion macroscopica inducida en el medio es :

Pi(wi) =3, X'Ejl')(_wla(")Q)Ej(wQ) + Dk XEJQ-;)C(_WMW2,W3)Ej(w2)Ek(w3)

+ D ik X55111<_W1> wa, w3, we) Ej(wa) i (ws) Ey(wy) + ... (1.8)

(2)

donde xf-;), Xijk ¥ ng.’;l corresponden a la susceptibilidad optica no lineal

de primer, segundo y tercer orden, respectivamente.

La no linealidad de segundo orden macroscopico XEJQ,){ y microscopica

Bijr se relacionan mediante la siguiente funcion.

X\ = NBirfifif (1.9)

donde N es la densidad de moléculas y f; son los factores de campo
local debido a las interacciones intermoleculares. Entonces, para cono-
cer la susceptibilidad optica no lineal de segundo orden X%)k’ basta con
conocer los valores de la no linealidad de segundo orden microscopico
Bijk» los cuales pueden ser calculados haciendo uso de la teoria de per-
turbaciones dependientes del tiempo y cuyo resultado es el siguiente

(ver apéndice A):

17



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

J "3 k k " J ) 1 1
3 (Tgnﬂn’nry’” + 7‘gn’yn’n gn) X (wn/gfw)(wngﬁ»w) + (wn/g+w)(wng—w)
€ : - . .
o (—2w: _ J i k i k j ) 1 1
Bigh(—2wiw,w) = = — /Z S0 (P b ) X @iy T2 @ngT@) + oy, — 20 (ong =)
n/=gn=9 i X S
J k i ko J i ) 1 1
(P TR Tl T i) X g = wng=20) T (w7 Fe) (wng +20)

donder}y r/, son los elementos de matriz de los componentes i-ésimal
del operador dipolo para la molécula que se encuentra entre el estado
fundamental |g > y el estado excitado |n > y entre los dos estados exci-

tados |n >y |n' > , respectivamente.

La primera hiperpolarizabilidad se puede escribir como:

por lo que el coeficiente de segundo orden no lineal d;;;, para moléculas

organicas esta dado por:

1
dijk<_2wawaw) = §Xz(‘32'l)c(_2wawaw) (1.11)

y la polarizacion es P2 = d;j,(—2w,w,w)E;(w)Ey(w) . Si se intercambian
los indices j y k en la ecuacion de arriba, se puede reemplazar Kj y jk
por los indices contraidos, de tal manera que zz = 1, yy = 2, 2z = 3,

yz =2y =4, xz = zx =5y xy = yxr = 6, entonces se obtiene

18



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

E2

E2
P, dy diz diz di dis dig !

E?
Py = | da dap doz das das dog

2F.E,
P, d31 dsp dsz d3s dzs dss

2F.F,

2E,E,

La relacion entre la no linealidad de segundo orden microscopico f;;

y el coeficiente de segundo orden no lineal es:

diji(—2w;w,w) = N fi(2w) f;(w) fr(w)biji (—2w; w, w) (1.12)

donde b;j(—2w;w,w) = N%, > ik (Zjvzl cos 07 cos 05 cos 0;2) Bijr(—2w;w,w) con
N, es el numero de la posicion equivalente en la celda unitaria molécu-
lar (perteneciente a los cristales moleculares), y b;;;, €s la celda unitaria

no lineal por molécula [12].

1.4. Origen del efecto de segundo orden en

moléculas organicas

Las interacciones intermoleculares fuertes entre el donador y el re-

ceptor son responsables de los efectos de segundo orden no lineal.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Las moléculas aromaticas dipolares contienen un grupo donador y
el receptor de electrones que produce una transferencia intramolecu-
lar de carga que es la responsable de producir una hiperpolarizabilidad
molecular generando un valor diferente de cero de no linealidad de se-

gundo orden.

1.5. Colageno

El colageno es la proteina estructurada mas abundante en los verte-
brados, tan solo en los humanos, comprende un tercio del total de las
proteinas, constituyendo piel, hueso y dientes. Su importancia radica,
en que su presencia en los tejidos determina las propiedades estructu-
rales y mecanicas de €éstos, de tal manera que variaciones tanto en la
distribucion como la cantidad de colageno en los tejidos es indicador

de algunos padecimientos [13].

El colageno consiste de cadenas polipetidicas, llamadas cadenas «.
Una cadena « es una secuencia de polipéptidos unidos mediante puen-
tes de hidrogeno. En la actualidad se conocen 28 tipos de colageno
diferentes con alrededor de 46 cadenas de polipéptidos distintas, la
mayoria de ellas comparten la propiedad de que cada tres aminoacidos
se localiza una glicina, mientras que los aminoacidos que los suceden

y preceden, llamados X,, y Y,, respectivamente, pueden ser cualquier

20



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

aminoacido, aunque, por lo general, en el colageno que esta presente
en los vertebrados, dichos aminoacidos son en ese orden prolina y lisi-

na (figura 1.2).

© '
$ % wee

Glicina

?’OG 8° Q

Licina

b)

Figura 1.2: a) Moléculas de Glicina, Lisina y Prolina. b) Cadena alpha.

La glicina es esencial en la molécula de colageno porque al no pre-
sentar cadena lateral, es ideal como aminoacido debido a espacio redu-
cido en las cadenas «, ademas, al tener un enlace NH es la responsable
de crear las puentes de Hidrégeno y por si fuera poco, los codones
(secuencia de tres nucleétidos que corresponden a un aminoacido es-

pecifico) de codificacion del colageno siempre inician con glicinas.

1.6. Biosintesis del colageno

Consiste de dos etapas [9]. El proceso inicia con la biosintesis de
2 cadenas a de distintos aminoacidos a las que se les denomina «; y

a4 con el fin de identificarlas, cada una con alrededor de 1300 residuos.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Algunos de los residuos de prolina y lisina de ambas cadenas se
oxidan co-traslacionalmente gracias a la vitamina C, formando hidro-
xiprolina (figura 1.3 a). Un déficit de vitamina C da por resultado una
enfermedad conocida como escorbuto cuyos sintomas se deben a la in-
capacidad de crear colageno. La importancia de la oxidacion radica en
que la combinacion de la hidroxiprolina y la polina le proporcionan al

colageno una estructura fuerte.

Después, los residuo de hidroxiprolina se asocian a azucares tales
como GAL-GLC (galactosa-glucosa) o GAL (figura 1.3 b). Una vez modi-
ficadas las cadenas o de esta manera, se adhiere un globulo C-terminal
y N-terminal a cada extremo de la secuencia de aminoacidos (figura 1.3
¢). A continuacién, dos cadenas «; y dos cadenas a, se asocian for-
mando un tetromero (figura 1.3 d). Una de las cadenas a, se degrada,
mientras que se crean enlaces S-S entre las terminales globulares del

resto de las cadenas, formando procolageno (figura 1.3 e).

A continuacion tiene lugar la fibrilogénesis que es la etapa en la que
el procolageno se convierte en fibras y a su vez, consiste de dos proce-

sos, el de nucleacion y el de crecimiento de fibra.

El proceso de nucleacion tiene lugar cuando las tres cadenas « de la
molécula de procolageno se enrollan entre si mediante enlaces trans-

versales y haciendo que la triple hélice se mantenga unida gracias a los

22



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Figura 1.3: Etapa inicial. a) Oxidacién de algunos residuos de Prolina y Lisina. b)
Residuos de hidroxiprolina asociados a azucares. c) Cadena alpha final. d) Tetrémero

formado por cadenas alpha. €) Degradacion de una cadena alpha.

puentes de hidrogeno representados quimicamente por N — Hgy,...O =
C%,,- A esta ultima molécula se le conoce como molécula de tropoco-
lageno, que se refiere a un colageno maduro (figura 1.4 a). En este
proceso, los propéptidos N-terminales y C-terminales toman el nombre
de telopéptidos. El resto del procolageno es secretado al espacio extra-

celular (figura 1.3 b). Las partes globulares de la triple hélice se unen.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Posteriormente, se da lugar al proceso de crecimiento de fibra o de
autoensamblaje, en donde las moléculas de tropocolageno se alinean
cabeza con cola dejando un espacio entre si en hileras que se super-
ponen formando triples super hélices y dando lugar a microfibrillas
individuales (figura 1.3 c). Este proceso de autoensamblaje es dirigido
por los telopéptidos gracias a la interaccion que existe entre éstos con

lugares especificos de union en monoémeros de la triple hélice.

Finalmente, estas microfibrillas se ensamblan gracias a que las ca-
denas laterales de la lisina se reticulan produciendo enlaces cruzados
de hidroxiliprinolina y lisis piridolina, formando segmentos de fibrillas
de tamano intermedio con una fuerza y estabilidad proveniente del pro-

ceso de reticulacion (figura 1.3 d).

Cabe destacar que las hélices de colageno son sensibles a la tem-
peratura y de hecho, a una temperatura que depende de la proporcion
entre la prolina y la hidroxiprolina pero que es superior a los 55°C' [14],
se derriten. Generalmente, la temperatura a la cual se derriten las hé-
lices es superior que la temperatura de los vertebrados calientes que

varia entre 32°C'y 44°C [14].

La biosintesis del colageno es sensible a producir mutaciones que
causan enfermedades tales como el sindrome de Ehler-Danlos, cono-
cido coloquialmente como el sindrome del hombre de goma, en el que

una sustitucion de un aminoacido impide la formacion de fibras de co-
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

Figura 1.4: Proceso de nucleacion. a) El tropocolageno se desrrolla en el centro del
procolageno. b) El procolageno es secretado al espacio extracelular. c) Autoensamblaje

de las moléculas de tropocolageno. d) Formacion de fibrillas.

lageno provocando hiperelasticidad de la piel.

1.7. Tipos de colageno en los vertebrados

En los vertebrados las fibrillas de colageno tipo I forman los tejidos
fibrosos, mientras que las fibras de colageno tipo II son responsables

de la formacion de cartilago.

Los monomeros TC (que son monomeros de temperatura de tran-
sicion cristalina) de colageno tipo I son muy inestables a la tempera-

tura corporal, sin embargo, a partir de estas proteinas inestables se
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

pueden formar estructuras estables de tejido debido al proceso de au-
toensamblaje descrito en la seccion anterior, asi para que las fibrillas
de colageno en el cuerpo de los vertebrados soporte el estrés en tres
dimensiones, se requiere de un adecuado proceso de autoensamblaje

entre las estructuras macromoleculares.

Como ejemplo, se puede decir que una triple hélice individual de co-
lageno tipo I es menor a 2 nm de diametro y mide 300 nm de largo,
mientras que una fibrila tiene una longitud de hasta 1cm de longitud
y alrededor de 500 nm de diametro. Por otro lado, el moédulo de Young
es de 33 MPa en fibras deshidratadas. Es importante destacar que con-
forme el tendon envejece, el proceso de reticulacion se hace excesivo

produciendo fibras fragiles.

1.8. Tendinitis

Es la enfermedad mas comun entre los deportistas, pero también
puede afectar a cualquier persona de la poblacion. Entre los primeros,
la razon principal por la que se presenta la enfermedad es por un mal
entrenamiento o un mal uso de los aparatos y cabe destacar que algu-
nos deportes tienen mayor incidencia del padecimiento, tal es el caso
del tenis, que reporta el 40 del total de enfermos. Por otro lado, en el
resto de la poblacion, las razones pueden ir desde un calzado inade-

cuado, hasta un accidente.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

La tendinitis se presenta como una inflamaciéon del musculo y el
tendon acompanado por dolor al moverse. Se cree que el origen de la
tendinitis es un esfuerzo repetitivo sobre el tendon que produce micro
lesiones en el mismo. Si el esfuerzo sobrepasa el proceso de curacion
del tendon, entonces estos microlesiones da lugar a una lesion severa
en el mismo. Sin embargo, ain no se ha determinado las causas por la

que se produce la inflamacion caracteristica del padecimiento.

Segun estudios realizados previamente, es posible determinar si los
tejidos que componen el tendon sufren de tendinitis o no. Para ésto,
se hace uso de las propiedades opticas no lineales mostradas anterior-
mente, ya que al hacer incidir un haz pulsado de 810 nm es posible
producir generacién de segundo armonico (405 nm) en las fibras de co-

lageno y haciendo visible las fibras.

La orientacion de las fibras nos proporciona informacion acerca de
si el tejido esta sano o en su defecto qué tan enfermo se encuentra. Asi,
en los tejidos sanos presentan fibras de colageno tienen una bien or-
ganizadas y con una orientacion bien definida, mientras que las fibras
de los tejidos enfermos no presentan una orientacion bien definida y
muestran notable una desorganizacion de sus fibras. Los tejidos que se

analizaron en el presente trabajo son tendones de porcino.
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Montaje experimental

A continuacién se muestran los diferentes montajes experimenta-
les que se realizaron para la observacion de la generacion de segundo
armonico, de la conversion paramétrica descendente espontanea, asi

como la deteccion de parejas de fotones, en los tejidos.

Es importante senalar que a lo largo de todo el experimento se tra-
bajo con dos muestras de tejido porcino, estos tejidos son tendones de
porcino encapsulados en un portaobjetos con un espesor de algunas
micras. Estas muestras fueréon proporcionadas por un grupo de traba-
jo ajeno al laboratorio de Optica Cuantica en dénde se realizo el trabajo,

por lo que no se participo en la preparacion de las mismas.
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CAPITULO 2. MONTAJE EXPERIMENTAL

2.1. Generacion de segundo armonico

El arreglo experimental para la generacion de segundo armonico en

las fibras de colageno se muestra en la figura 2.1.

.. Camara CCD
Tejido
Laser Ti:Za P1 40x 40x F1F2L1

Figura 2.1: Arreglo experimental para obtener la generacién de segundo arménico.

Detalles explicados en el texto

Se utilizé un laser de Titanio-Zafiro (Ti:Za, fabricado en el laborato-
rio de optica cuantica) en femtosegundos centrado en 810 nm con un
ancho espectral de 20 nm aproximadamente, con una frecuencia de re-
peticion de 90 MHz y una potencia promedio de 220 mW. A la salida
del mismo, se coloca una placa retardadora de fase (P1) de un cuarto

de onda con el fin de generar un haz con polarizacion circular.

El laser incide en un objetivo de apertura numérica de 0.65 con una
amplificacion de 40x cuya funcion es enfocar la luz del laser sobre la

muestra de tal manera que incida en un area muy pequena de la mis-
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ma. La apertura numérica representa la capacidad del objetivo para
colectar la luz, su valor varia de 0.5 a 0.85 en objetivos comerciales,
de tal manera que entre mas grande sea la apertura numérica de un

objetivo, mayor sera su capacidad de recoleccion de luz.

Dentro de la muestra es en donde se produce la generacion de se-
gundo armoénico, haciendo visibles las fibras de colageno. Es impor-
tante garantizar la polarizacion del bombeo sea circular para que no
se favorezca ninguna orientacion particular en la observacion de las fi-
bras, ya que experimentalmente se ha observado [13] que al incidir un
haz linealmente polarizado, las fibras con una orientacion ortogonal al

estado de polarizacion no son visibles.

La luz proveniente de dicho proceso es recolectada por otro objetivo
de iguales caracteristicas que el anterior, qué colima la luz. Posterior-
mente, a la salida del segundo objetivo, se coloca un filtro de color, que
bloquea el remanente del haz de bombeo en 810 nm, y un par de fil-

tros pasabanda que restringen la deteccion de fotones cerca de 400 nm.

La luz proveniente del proceso de SHG es enfocada con una lente de
5 cm de distancia focal (L1) que funciona como ocular, a una camara
CCD a color con un rango de 350 a 830 nm que recupera la imagen.
Cabe destacar, que el ocular amplia la imagen del objetivo, pero no au-

menta la resolucion del sistema.
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CAPITULO 2. MONTAJE EXPERIMENTAL

Con este arreglo experimental se realizo un escanéo de las muestras,
con lo que fue posible, hacer varias fotografias de distintas zonas de

cada una de las muestras.

2.2. Generacion de SPDC

El montaje experimental para poducir la conversion paramétrica des-
cendente espontanea en las fibras de colageno se puede observar en la

figura 2.2.

Camara CCD

uy
Laser Tiza L1 BIBO F1F2P140x 9% 406 F3L2

Figura 2.2: Arreglo experimental para obtener SPDC. Detalles explicados en el texto.

Mediante el empleo de una lente (L1) se enfoca el laser (Ti:Za) des-
crito en la seccion anterior, en un cristal no lineal (BIBO) que dobla la
frecuencia del laser para obtener un haz centrado en 405 nm con una
potencia promedio de 10 mW medida después de colocar un par de fil-
tros de color (F1) y pasabanda centrados en 400 nm (F2) que bloquean

el remanente del haz de bombeo. Tal y como en el caso anterior, se colo-

31



CAPITULO 2. MONTAJE EXPERIMENTAL

ca una placa de un cuarto de onda (P1) para generar luz circularmente

polarizada.

La luz resultante se enfoca en la muestra con el objetivo de apertura
numeérica de 0.65 mientras que con el otro objetivo se colecta la luz

proveniente del proceso de SPDC que tiene lugar dentro de la muestra.

En esta ocasion, se us6 un par de filtros pasabanda centrados en
810 nm con un ancho espectral de 40 nm (F3) para filtrar s6lo aquellos
fotones provenientes de un posible proceso de SPDC. Para esta parte
del experimento se colocaron dos filtros iguales debido a que un solo

filtro no fue suficiente para filtar los fotones remanentes.

La luz resultante es captada por la camara CCD con la ayuda de
una lente de 5 cm de distancia focal (L2) que hace las veces de ocular,
para la reconstruccion de la imagen. Al igual que en el caso anterior, se
hace un barrido de la muestra con el fin de obtene fotografias de varias

zonas de una misma muestra.

2.3. Deteccion de pares en coincidencia

Ya que se trabajo con SPDC, es importante comprobar que se tienen
coincidencias entre las parejas de fotones creadas. El arreglo experi-

mental para tal fin, se muestra en la figura 2.3
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Laser

BIBO Tejido

Figura 2.3: Arreglo experimental para obtener SPDC. Detalles explicados en el texto

En esta etapa del experimento, se hace el mismo montaje que en el
apartado anterior, con algunas diferencias en el montaje del tejido y el

sistema de deteccion.

Por un lado, la muestra se coloca en un sistema de dos motores con
recorridos de 2.5 cm y pasos minimos de 1 micra, que permiten la mo-
vilidad de la misma en dos ejes. Se definio el eje y como la direccion
ortogonal a la mesa optica (lo que permite variar la altura de la mues-
tra.), mientras que el eje x correponde a la direccion perpendicular al

eje optico y al eje x.

Por otro lado, el sistema de deteccion es distinto que en el caso an-
terior, ya que a la salida del segundo objetivo se coloca una lente de 5
cm (L2) frente a la cual se encuentra un divisor de haz (BS) que separa

a los fotones en dos caminos perpendiculares entre si.

En cada salida del divisor de haz, se coloca un filtro pasabanda cen-
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trado en 810 nm con un ancho espectral de 10 nm y una fibra 6ptica
de 105 1 m de diametro y 0.22 NA que conduce a los fotones hasta un
fotodiodo de avalancha (APD por sus siglas en inglés) en donde cada fo-
ton que arriva al dispositivo es convertido en un pulso eléctrico que es
enviado por cable a un etiquetador de tiempos (ID800) que contabiliza
los pulsos que llegan en una ventana de tiempo dada por el usuario y
que en este caso se eligio de 100 ps; finalmente los resultados de este

conteo son mostrados en la computadora.
De esta manera se realizan escaneos de areas especificas de la mues-

tra y en cada punto se van adquiriendo el nimero de fotones en coin-

cidencia.
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Resultados

3.1. Generacion de Segundo armoénico

En la figura 3.1 se muestra una serie de imagenes pertenecientes
a algunas zonas de la muestra 1 y que fueron adquiridas mediante el

arreglo experimental mostrado en la Figura 2.1.

En las imagenes del lado izquierdo (rojas) se observa la imagen de la
muestra iluminada por el haz de bombeo en 810 nm, mientras que en
las imagenes del lado derecho (azules) se puede observar el proceso de
SGH gracias a que se coloca, entre el objetivo y la camara, un filtro que

bloquea el remanente del bombeo.

La comparacion entre las imagenes de una misma zona muestra una

diferencia entre la estructura del tejido al s6lo ser iluminada por el
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b) S h)

Figura 3.1: Secciones de la muestra 1 tomadas con la camara CCD.(a-d) lluminando

con el bombeo,(e-h)usando filtros pasabandas en 400 nm.

b) d) h)

Figura 3.2: Secciones de la muestra 2 tomadas con la camara CCD.(a-d) lluminando

con el bombeo,(e-h)usando filtros pasabandas en 400 nm.
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bombeo y al producir la generacion de segundo armonico.

Analogamente al caso anterior, en la figura 3.2 se muestran las ima-

genes pertenecientes a zonas de la muestra 2.

3.2. Conversion parameétrica descendente es-

pontanea.

Figura 3.3: Secciones de la muestra 1 tomadas con la cAmara CCD.(a-d) luminando

con el bombeo,(e-h)usando filtros pasabandas en 800 nm.

En la figura 3.3 se muestra una serie de imagenes correspondientes

a la muestra 1 obtenidas mediante el arreglo experimental mostrado en
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Figura 3.4: Secciones de la muestra 1 tomadas con la camara CCD.(a-d) lluminando

con el bombeo,(e-h)usando filtros pasabandas en 400 nm.

la Figura 2.2.
Del lado izquierdo se observa el tejido iluminado por el haz de bom-
beo centrado en 405 nm. Del lado derecho se observo la muestra al

producir SPDC.

En la figura 3.4 se presentan las imagenes de las zonas de la mues-

tra 2.
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3.3. Deteccion de pares en coincidencia

Las coincidencias realizadas con el tercer arreglo experimental, se

muestran en la figura 3.5.

Zona fuera g Zona dentro
de la muestra :_|m|te de de la muestra
a muestra
12.5 : 6000
5000
: - —4000
&l

11.5 EEEEmae: o | 2000

2000

1000

0.0 1.0 2.0

Figura 3.5: Escaneo 2D en micras de un area del portaobjetos que contiene una

zona con muestra y otra sin presencia de tejido.

Para este caso, se hizo un escaneo de 2x12.5 micrometros que abar-

ca zonas dentro de la muestra y fuera de ella.
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Se puede observar que fuera de la muestra las cuentas en coinciden-
cia son muy cercanas a 0, en el contorno de la muestra son de 2500,
llegando a 6000 en algunas zonas dentro de la muestra, lo que indi-
ca una mayor concentracion de fibras de colageno. Entonces, al haber
dos o6rdenes de magnitud en el numero de cuentas dentro y fuera de la

muestra, podemos asegurar que la muestra produce parejas de fotones.
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Capitulo 4

Analisis de Datos

Para el analisis de datos de las imagenes obtenidas con ambos pro-
cesos se reprodujeron los tres analisis de imagenes mas utilizados en
el estudio de la generacion de segundo armonico en tejidos biologicos
que buscan ser cuantitativos con el fin de proporcionar una mayor pre-

cision al diagnostico médico realizado. [1] [3] [15].

La muestra al ser analizada no tiene ninguna orientacion preferen-
cial, ya que de hecho, los procesos generados en la muestra se irradian
en todas direcciones. De acuerdo a trabajos previos en tendones de
porcinos [1], los angulos de orientacion de las muestras se determinan
entre O y 180 grados con respecto a la horizontal, sin embargo, los ran-
gos que delimitan si el tejido esta enfermo o sano son complementarios
en el sentido de ser utiles sin importar la posicion del tejido en el siste-

ma. Asi, si el tejido esta sano, la orientacion preferencial de los tejidos
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sera de 70 a 110 grados, y si el tejido esta enfermo, su orientacion es-

tara en los rangos de O a 70 grados y de 110 a 180 grados.

4.1. Método 1. Medicion directa

Las imagenes obtenidas de la camara CCD se colorean con ayuda
de un software en escala de grises para evidenciar los detalles. De esta
imagen, se seleccionan al azar ciertas de zonas de 13 ym que contengan
una muestra representativa de las fibras contenidas en la muestra y se
convierten a una imagen binaria. Posteriormente, las imagenes se ana-
lizan en un programa que busca los dos contornos mas largos de las
fibras, se obtiene el angulo de inclinacion y se promedian (ver apéndice

B).

4.1.1. Generacion de Segundo Armoénico

En las figuras 4.1 y 4.2 se observan las imagenes obtenidas para ca-
da muestra con la camara CCD de la generacion de segundo armonico
en escala de grises. Los recuadros en rojo representan las zonas elegi-
das, mientras que los recuadros a la derecha son la imagen binaria de

cada una de las zonas en rojo.

Utilizando este método se analizaron 100 zonas tomadas de diferen-
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Figura 4.1: SGH en la muestra 1 e ima- Figura 4.2: SGH en la muestra 2 e ima-

genes binarias de las zonas elegidas. genes binarias de las zonas elegidas.

tes areas para cada una de las muestras. En las graficas 4.3y 4.4 se
muestran las graficas de frecuencia de las orientaciones de las fibras

para las muestras 1 y 2 respectivamente.

De los histogramas, se observa que el rango de las orientaciones en
la muestra 1 va de 30 a 70 grados, mientras que para la muestra 2 es
de 30 a O grados, principalmente. A estos histogramas se les realliza
un ajuste gaussiano, ya que el ancho de la gaussiana esta directamen-
te relacionada con el grado de organizacion de las fibras de colageno,
de esta manera, si el ancho de la curva ajustada es menor a 10 grados,
se puede hablar de organizacion en las fibras y entre mas grande sea
el ancho de la gaussiana significa que hay un mayor grado de desor-
gannizacion en las fibras [4]. En las graficas 4.5 y 4.6 se observan los

ajustes gaussianos que se hicieron a los histogramas 1y 2.
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Figura 4.3: Histogramas de orienta-
cion para la muestra 1.
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Figura 4.5: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1.
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Figura 4.4: Histogramas de orienta-
cion para la muestra 2.
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Figura 4.6: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 2.

El ajuste correspondientes a la muestra 1 evidencia que el centro de

la curva se encuentra en 53 grados con una desviacion estandar de 10

y para la muestra 2 el centro esta

en 56 con un ancho de 24.
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¥
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Figura 4.7: SPDC en la muestra 1 e Figura 4.8: SPDC en la muestra 2 e

imagenes binarias de las zonas elegidas. magenes binarias de las zonas elegidas.

4.1.2. Conversion paramétrica descendente esponta-

nea.
Se siguio6 el mismo procedimiento que para la generacion de segundo
armonico. Asi las imagenes 4.7 y 4.8 muestran la imagen de la muestra
1 y la muestra 2 respectivamente en escala de grises con las zonas ele-

gidas marcadas en rojo y sus correspondientes imagenes binarias del

lado derecho.

Los histogramas correspondientes a las imagenes 4.7 y 4.8 son las

figuras 4.9 y 4.10 respectivamente.

De los histogramas observamos que el rango de orientacion prefe-
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Figura 4.9: Histogramas de orienta- Figura 4.10: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cion para la muestra 2.
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Figura 4.11: Histogramas de orienta- Figura 4.12: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cién para la muestra 2.

rencial de las fibras en la muestra 1 es de O a 70 y para la muestra 2

de O a 80 grados. Los ajustes gaussianos se observan en la figura 4.1.2.

El ajuste para el histograma de orientaciones de las fibras de la
muestra 1 da como resultado que el centro esta en 37 grados con un
ancho de 15 y para la muestra 2 en 33 con una desviacion estandar de

19.
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Comparando estos resultados con los obtenidos con el proceso de
SHG notamos que para ambas muestras la orientacion preferencial es

distinta para ambos procesos.

De acuerdo con el citerio de orientacion mostrado en [1] las fibras
sanas para este tipo de tejido se encuentran a una orientacion de entre
85 a 125 grados. Por lo tanto, de acuerdo a este método ambos tejidos

estan enfermos.

4.2. Método 2. Transformada de Fourier

Tomando en cuenta el post procesamiento de datos del método de
medicion directa, se retoman las imagenes binarias. De estas imagenes
binarias se obtiene la transformada de Fourier de la imagen que nos
proporciona la orientacion de los promedios de los bordes de la imagen

original.
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Figura 4.13: SGH, imagenes binarias y Figura 4.14: SGH, imagenes binarias y
transformadas de Fourier en la muestra transformadas de Fourier en la muestra

1. 2.

4.2.1. Generacion de Segundo Armoénico

En las figuras 4.13 y 4.14 se observa un ejemplo de las imagenes bi-
narias con sus respectivas transformadas y una linea de tendencia que
se obtiene de tomar la zona de mayor intensidad central de la trans-
formada. De esta linea de tendencia s6lo nos interesa la pendiente que
esta estrechamente relacionada con el angulo de inclinacion. En la ima-
gen, se observa el angulo de orientacion con su incertidumbre calcula-

da por el programa que traza la linea de tendencia.

Debido a que la transformada da la orientacion perpendicular que
buscamos, se hizo una correccion a los datos (restandoles 90 grados)
para obtener la orientacion real de las fibras. En las imagenes 4.15 y

4.16 se muestran los histogramas de ambas muestras.
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Figura 4.15: Histogramas de orienta- Figura 4.16: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cion para la muestra 2.
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Figura 4.17: Histogramas de orienta- Figura 4.18: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cion para la muestra 2.

Para la muestra 1 se tiene un rango de orientacion de 15 a 80 gra-
dos mientras que para la muestra 2 de 36 a 70 grados principalmente.
A estos graficos también se les hizo un ajuste que puede verse en la

grafica 4.2.1.

El ajuste de la distribucion gaussiana de la muestra 1 senala un ma-

ximo de 52 con una desviacion estandar de 17 y la muestra 2 senala
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Figura 4.19: SPDC en la muestra 1 e Figura 4.20: SPDC en la muestra 2 e

imagenes binarias de las zonas elegidas. imagenes binarias de las zonas elegidas.

un ajuste gaussiano con un maximo en 51 y un ancho de 19.

4.2.2. Conversion paramétrica descendente esponta-

nea.

Se utilizé la misma metodologia mostrada anteriormente. Asi, las fi-
guras 4.19 y 4.20 representan una area especifica de cada una de las
muestras, las imagenes binarias de las zonas elegidas al azar, las tran-
formadas de Fourier de dichas zonas binarias y el ajuste lineal de la

transformada de Fourier.

Los histogramas que resumen el analisis de este método para las
mismas 100 zonas (por tejido) elegidas que se decidieron en el método

1 se observan en las graficas 4.21 y 4.22.
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Figura 4.21: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1.
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Figura 4.23: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1.
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Figura 4.22: Histogramas de orienta-
cion para la muestra 2.
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Figura 4.24: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 2.

La orientacion preferencial para a muestra 1 esta entre Oy 70 grados

mientras que para la muestra 2 es de O grados a 60 grados. Los ajustes

correspondientes a estos graficos estan en las figuras 4.23 y 4.24.

El primer ajuste muestra una gaussiana con centro en 41 y ancho

de 16, mientras que la segunda tiene un maximo en 33 con una des-
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viacion estandar de 18.

Comparando estos resultados con los obtenidos para SHG tenemos
que aunque los maximos, en el caso de la muestra 1, estan en 52 y 41
grados, quedan dentro de la incertidumbre. Lo mismo sucede para la
muestra 2, pues para los dos métodos, los maximos se encuentran en
51 y 33 grados respectivamente. En conclusion y de acuerdo a trabajos
reportados anteriormente [3] se podria decir que los dos tejidos anali-

zados mediante este método estan enfermos.

Una comparacion entre estos dos métodos nos dice que el angulo
de orientacion de una misma zona analizada por los dos métodos tiene
una discrepancia menor al 5% en 43.9% del total de las zonas, menor
al 10% en 63.2% de las zonas y mayor al 30% en 9.5% del total de
las zonas analizadas, lo cual nos indica que ambos métodos para una
misma zona nos dan valores del angulo cercanos con una discrepancia
de a lo mas 6 grados. Las discrepancias se deben a las caracteristicas

de las zonas elegidas.

4.3. Método 3. Area completa.

El ultimo método consiste en tomar la fotografia completa y cuadri-

cular con cuadros de 13 micras de lado (por congruencia con los dos
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métodos anteriores). Cada zona obtenida es analizada de manera inde-
pendiente y puede caer en alguna de las tres categorias que se explican

a continuacion.

1. Zona oscura: Es una zona en la que no se detecta luz proveniente
del proceso que se esta llevando a cabo y se debe a la poca o nula pre-

sencia de fibras de colageno.

2. Zona isotropica: Es una zona en la que se observan fibras de
colageno con distintas orientaciones pero no hay una orientacion pre-

ferencial.

3. Zona anisotropica: Es una zona en la que las fibras de colageno

tinen una orientacion bien definida.

Utilizando este método y de acuerdo a trabajos anteriores [2] los te-
jidos sanos deben tener mayoritariamente zonas isotropicas y en con-

traste, los tejidos enfermos deben tener mas zonas anisotropicas.

4.3.1. Generacion de Segundo Armoénico

En las imagenes 4.25 y 4.26 se muestran dos imagenes de la mues-
tra 1 con los diferentes tipos de zona a las que pertenecen. En la ima-

gen, las zonas oscuras estan representadas con una cruz roja, las zonas
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Figura 4.25: SGH en la muestra 1.  Figura 4.26: SGH en la muestra 2.

isotrépicas con una flecha redonda y las anisotrépicas con flechas que

ademas llevan la orientacion de las fibras en esa zona.

Para la imagen 4.25 no hay zonas oscuras, pero hay 47 zonas iso-
tropicas y 34 anisotropicas, mientras que para la imagen 4.26 hay 51

zonas isotropicas 28 anisotropicas sin presencia de zonas oscuras.

A grandes rasgos, ésto nos indica que el tejido 1 esta enfermo. Para
hacer una comparacion con los métodos previos, se realizo la grafica de
frecuencias de orintacion de las zonas anisotropicas para ambos casos

(graficas 4.27 y 4.27).

Los ajustes arrojan que los centros estan en 60 y 36 grados con an-
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Figura 4.27: Histogramas de orienta- Figura 4.28: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cién para la muestra 1.

chos de 7 y 3 grados respectivamente y cuyo promedio es consistente
con lo reportado en el método 1 y 2. En las imagenes 4.29 y 4.30 se

observan las imagenes correspondientes a la muestra 2.

De la imagen 4.29 se tienen 42 zonas isotropicas y 40 anisotropicas,
mientras que la imagen 4.30 presenta 46 zonas isotropicas y 35 an-
isotropicas, sin zonas oscuras en los dos casos. Los histogramas y sus

ajustes se muestran en la figura 4.31 y la figura 4.32.

Los ajustes indican que se tienen centros en 41 y 47 con una desvia-
cion estandar de 10 y 6 grados respectivamente. Lo que es consistente
con lo anteriormente reportado. Por lo tanto, el tejido 2 también esta

enfermo.
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Figura 4.29: Histogramas de orienta- Figura 4.30: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cién para la muestra 2.
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Figura 4.31: Histogramas de orienta- Figura 4.32: Histogramas de orienta-

cién para la muestra 1. cién para la muestra 2.
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Figura 4.33: Histogramas de orienta- Figura 4.34: Histogramas de orienta-
cion para la muestra 1. cion para la muestra 2.
4.3.2. Conversion paramétrica descendente esponta-

nea.
Las imagenes se observan en las figuras 4.33 y 4.34.
La imagen 4.33 tiene 1 zona oscura, 57 isotropicas y 50 anisotropi-

cas, y la imagen 4.34 tiene 70 zonas isotropicas y 38 anisotropicas. Los

histogramas estan en 4.35 y 4.36 respectivamente.
En el primer caso el maximo es 41 grados con una desviacion de 29
y en el segundo caso es de 39 con un ancho de 9. Ambos datos con-

cuerdan con lo obtenido previamente.

Las figuras 4.37 y 4.38 tiene las imagenes de la muestra 2.
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Figura 4.35: Histogramas de orienta- Figura 4.36: Histogramas de orienta-

cién para la muestra 1. cién para la muestra 2.

Figura 4.37: Histogramas de orienta- Figura 4.38: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cién para la muestra 2.
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Figura 4.39: Histogramas de orienta- Figura 4.40: Histogramas de orienta-

cion para la muestra 1. cion para la muestra 2.

La imagen 4.37 presenta 2 zonas oscuras, 61 isotropica y 45 aniso-
tropicas, mientras que la imagen 4.38 tiene 4 zonas oscuras, 54 isotro-
picas y 50 anisotropicas. Los histogramas se pueden ver en las figuras

4.39 y 4.40.

Para este caso las gaussianas ajustadas tienen maximos en 66 y 38

con anchos de 39 y 29 respectivamente.

4.4. Discusion de Resultados

A continuacion, se muestra un 4.1 con una recopilacion de los resul-
tados obtenidos del ajuste de las gaussianas y su desviacion estandar
para cada caso. Cabe destacar que en el caso del método 3, se prome-

diaron los resultados obtenidos para las dos imagenes de cada muestra.
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Tipo de | Numero de Método
Proceso Muestra Método 1 | Método 2 | Método 3

1 53+ 10 | 52 £17 | 48 £ 13
SHG

2 56 + 24 | 51 +19 | 44 + 16

1 37 +£15 | 41 +16 | 40 £ 35
SPDC

2 33+£19 | 33+ 18 | 58 + 40

Cuadro 4.1: Compenio de resultados.

Los dos primeros métodos tienen la desventaja de necesitar varias
zonas de la misma muestra para poder realizar el analisis. Aunque
tienen la ventaja de ser cuantitativos y decir con precision cual es la

orientacion preferencial de las zonas elegidas.

Por su parte, el ultimo método, aunque cualitativo, tiene la ventaja
de poder analizar cada zona de manera independiente y al hacer una
estadistica local y en su caso, detectar irregularidades en areas espe-
cificas del tejido, lo que indicaria la presencia de microheridas locales

que son el antecedente de la tendinitis.

Por si fuera poco, este ultimo método no necesita valores exactos de
orientacion de las fibras, lo que lo convierte en un método mas simple

y eficiente.

El método de la Transformada de Fourier por su parte, presenta ma-

ximos locales mayores que se deben al promedio de orientaciones que
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hacen de todas las fibras en una misma zona, por lo que varias areas

pueden caer en el mismo valor de orientacion.

La SHG es un proceso bien conocido y explorado en el mundo des-
de hace varios anos. En el caso de la generacion de parejas de fotones
por SPDC el montaje es complicado y delicado principalmente al medir

coincidencias.

Debido al proceso de preparacion de la muestra, ésta puede emitir
luz en varias longitudes de onda, al observar con una camara CCD la
senal recolectada, ésta observar todos los fotones que le llegan, sin dis-
criminar el proceso de origen. Sin embargo, al realizar SPDC los fotones
generados se hacen pasar por fotodiodos de avalancha y un etiquetador
de tiempos con el fin de discriminar a las parejas de fotones provenien-
tes de un mismo proceso. Asi, al tener coincidencias, se garantiza que
los fotones detectados provienen de SPDC no importando que haya pre-

sencia de fotones originarios de otro tipo de procesos.

Otra diferencia importante, es que los rangos de orientaciones pre-
ferenciales de las fibras son compactas en el caso de SHG ya que el
rango maximo es de 50 grados, mientras que los rangos de SPDC son
mas extensos siendo mayores a 60 grados. Esto, puede ser un indica-
dor de que con SPDC es mas facil detectar tejidos enfermos, ya que se
puede observar una mayor desorganizacion en las orientaciones de las

fibras, lo que ademas tiene como consecuencia que no haya maximos
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elevados en las curvas que se presentaron en este trabajo.

Como resultado del analisis realizado, se puede asegurar que las fi-
bras de colageno observadas en las dos muestras presentan una orien-
tacion preferencial, y aunque los valores de estas orientaciones son
distintos para SHG y SPDC ambos caen en los rangos reportados para
tendones enfermos [1]. Por otro lado, el ancho de las gaussianas ajus-
tadas a los histogramas de orientaciones son mayores a 10 grados, lo

que indicaria que los tejidos estan enfermos.
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Conclusiones

1. Se disen6 un arreglo experimental que adopté material utilizado
en Optica cuantica para reproducir satisfactoriamente la generacion de
segundo armonico en fibras de colageno presentes en muestras biolo-

gicas.

2. Aprovechando la susceptibilidad de segundo orden que presenta
la muestra, se utilizo como medio no lineal para producir parejas de

fotones mediante proceso paramétrico descendente espontaneo.

3. Fue posible asegurar que el colageno de la muestra produce SPDC
al hacer mediciones en coincidencia que arrojaron que hay una diferen-

cia de 3 ordenes de magnitud en el namero de cuentas en coincidencia
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en zonas dentro de la muestra y fuera de ella.

4. Mediante el uso de 3 métodos distintos se analizaron las imagenes

obtenidos para los dos procesos.

5. Se determino que, de los tres métodos utilizados, el que mayor
ventajas presenta es el tercero, ya que hace uso de un analisis cualita-

tivo local permitiendo un caracterizacion detallada de cada tejido.

6. Como resultado del estudio realizado mediante SHG y SPDC ana-
lizando los resultados con tres métodos distintos, se puede concluir
que las dos muestras analizadas presumiblemente presentan tendoni-
tis. Como se menciono en el capitulo 1, seccion 1.3, se presenta el

calculo de gy
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Apéndices

6.1. Apéndice A

Se muestra el calculo de 3;;; haciendo uso de la teoria de perturba-
ciones.
Consideremos que el campo eléctrico £ de un laser a una frecuencia

w €S:

= 1 . .
E=FE, sinwt = (2—> E, (eMt - e*“”t) (6.1)
)

y que el hamiltoniano perturbado es:

Hl — _%Ew (eiwt . e—iwt) (62)

donde e es el operador dipolo. La ecuacion del dipolo inducido de

segundo orden, dado por:
o =— (¢ el | vT) 6.3)
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donde 7 representa la suma sobre todas las coordenadas electronicas.

De lo cual se obtiene:

67 (2w) = (531- (2w) ™" + 5;2u' (2w) et

y debido a que
531' (2w) = Bijk (—2w;w,w) E, Ey,

entonces
0 (2wy) = Bije (—2w; w,w) B Ere™ + Biji (—2w; w, w) B Ere™!
= 2Bk (—2w;w,w) E; Ej, cos (2wt)

= BHCE; Ey, cos (2wt)

ijk

6.2. Apéndice B

(6.4)

(6.5)

(6.6)
(6.7)

A continuacion se muestra el procedimiento para obtener los angu-

los de orientacion de las fibras de colageno.

Una vez obtenida la imagen con la camara CCD, se convierte a esca-

la de grises utiizando la siguiente configuracion, gray=0.333 RED+0.5

GREEN+0.1666 BLUE (imagen 6.1a) y a continuacion se binariza (figu-

ra 2b) para lo cual se calcula el umbral de transformacion de la funciéon
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que convierte la imagen a binaria.

Posteriormente, se reconocen el numero de elementos dentro de la
imagen binaria (los distintos elementos se muestran en la figura 6.1c
con diferentes colores), se elige el elemento que sobresalga (ya que co-
rresponde a una fibra de colageno) y se obtienen sus propiedades como
el area y el tamarno de las aristas que mejor se ajuste a la silueta de la

fibra.
Después, se escogen las aristas mas largas y se mide el angulo que

forma cada arista con la horizontal (figura 6.1d). Los dos angulos re-

sultantes se promedian (a y b en la figura 6.1d).
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Figura 6.1: a) Imagen en escala de grises. b) Imagen binaria. c¢)Distintos elementos

de la imagen. d) Aristas alrededor de la fibra de colageno y los angulos que hacen con

respecto a la horizontal.
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