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Técnicas de Caracterizacion de Muestras Biologicas Mediante
Generacion de Segundo Armoénico
por

Tonatiuh Tecandy Moctezuma Quistian

Resumen

El presente es un trabajo de microscopia no lineal en el cual utilizamos varias técnicas
de caracterizacion para estudiar muestras biologicas que sean susceptibles al fenémeno de
generacion de sequndo armonico o SHG por sus siglas en inglés. Este proceso éptico se
puede presentar en algunas estructuras bioldgicas como son el colageno, los microtibulos,
la miosina muscular o la amilopectina, que es el principal componente de los almidones.

Cada técnica de caracterizacion y adquisicion de imagenes requiere de una configura-
cion especifica del sistema 6ptico y dado que un microscopio comercial es un sistema muy
rigido en cuanto a modificaciones, es complicado realizar varias de estas caracterizaciones
en un solo dispositivo.

El objetivo de esta tesis fue construir un montaje experimental complementario a un

microscopio confocal en el cual se puedan llevar a cabo distintas técnicas de caracteriza-
cion.
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Parte 1

Introduccion



El coldgeno es la proteina mas abundante en el cuerpo humano y desempena un
papel fundamental en la formacion de estructuras fibrilares en los tejidos conectivos. Las
fibras de colageno se encuentran en una gran variedad de tejidos conectivos como la piel,
tendones, ligamentos, vasos sanguineos, huesos, la cornea y érganos internos. En cada uno
de estos organos las fibras presentan una arquitectura especifica, ya que la organizacion
macromolecular es crucial para la funcion de estos.

Sin embargo, diversas patologias y lesiones en los tejidos pueden tener como respuesta
una remodelacién de estas estructuras o una acumulacién anormal de coldgeno (fibrosis).
También las alteraciones en el colageno podrian afectar las interacciones célula-célula lo
que podria afectar el metabolismo del organismo. Por estas razones, monitorear la orga-
nizacién y la estructura de las fibras de coldgeno sirve para comprender su papel dentro
del tejido, evaluar su salud, detectar cambios patoldgicos y eventualmente desarrollar
tratamientos. Para lograr esto se requieren de sistemas de adquisicién de imagenes de
alto contraste y alta resolucion.

Existen varias técnicas para obtener imagenes de la estructura de tejidos como son
la microscopia electrénica o la microscopia de fluorescencia. Sin embargo estas técnicas
presentan algunas desventajas, como son el dano a los tejidos por radiaciéon o el uso de
agentes externos (tintes) en la preparacién de las muestras para poder ser observadas.

La estructura molecular del coldgeno posee una gran susceptibilidad de segundo orden
y una simetria no centrosimétrica, propiedades que permiten el proceso 6ptico conocido
como generacion de segundo arménico o SHG (Second Harmonic Generationen inglés).
Esta propiedad y la abundancia de colageno en los distintos tejidos ha dado como resul-
tado que en las ultimas dos décadas la microscopia de generacion de segundo armoénico
se haya mostrado como una prometedora herramienta para el analisis y diagnéstico bio-
médico.

La técnica de microscopia de generacién de segundo arménico presenta varias ventajas



respecto a las anteriormente mencionadas, como el ser no destructiva ni foto-toxica,
ademas de tener una mejor resolucién tanto transversal como longitudinal, esto es debido
a que el proceso es mas eficiente en la region de maxima intensidad de un laser enfocado.
Esta técnica presenta algunas variaciones como son la generacion de segundo armonico
dependiente de la polarizacion (PSHG) o la polarimetria de Stokes. Estas técnicas son
complementadas con distintos métodos de analisis de imagenes como son el analisis de
Fourier, el andlisis de textura o el machine-learning, esta tltima es una herramienta con
un gran auge en una multitud de disciplinas.

En este trabajo presentaremos primero un analisis de Fourier sobre imégenes de ten-
dén porcino tomadas con un microscopio confocal (ZEISS LSM-710-NLO), este analisis
nos proporciona la orientacion preferencial de las fibras de coldgeno. Adicionalmente se
implemento un montaje experimental auxiliar, el cual nos permitio llevar a cabo otras

técnicas de caracterizacion, como son polarimetria y parametros de Stokes.



Capitulo 1

Conceptos

La generacion de segundo armonico se da en materiales que presentan una estructura
molecular no centrosimétrica, como son los cristales de Beta Bario Borato (BBO) y
Potasio Dihidrégeno Fosfato (KDP), también se da moléculas orgénicas como el coldgeno
y la miosina. Para que un tejido de colageno sea susceptible de emitir SHG debe cumplir
dos condiciones: presentar suficiente densidad de estructuras no centrosimétrica y estas
deben estar organizadas a nivel molecular, esto para asegurar que exista un suficiente

ntmero de dipolos participando en el SHG para que la sefial emitida sea medible.

A escala molecular del coldgeno el SHG se origina a partir de la polarizacién no
lineal de los enlaces peptidicos a lo largo de la triple hélice de colageno. Adicionalmente,
la quiralidad de las hélices aumenta la asimetria general del ensamble, y por lo tanto
aumenta la respuesta de segundo orden. En estd seccién describiremos la teoria de la
generacion de segundo armoénico desde primeros principios, la sintesis y estructura del

colageno, asi como la descripciéon de algunas enfermedades asociadas al colageno.
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1.1. Generaciéon de Segundo Armodnico

Este es un proceso 6ptico no lineal de segundo orden, en el cual dos fotones de una
frecuencia w son aniquilados para crear un nuevo fotén con el doble de frecuencia 2w,
todo esto cuando la luz interactiia dentro de un material con susceptibilidad no lineal
x?). Fue observado por primera vez por Franken et al [1], usando un laser de rubi a 694
nm al enfocarlo en una muestra de cuarzo generaron luz con una longitud de 347 nm. La
descripcion formal de este fenémeno fue dada en 1962 por Bloembergen y Pershan a partir
de las ecuaciones de Maxwell [2]. Poco tiempo después Fine y Hansen [3] reportaron que
tejidos con coldgeno producian SHG. Freund [4] utiliz6 un microscopio de escaneo laser
para producir SHG en un tendon de cola de rata. Sin embargo no fue sino hasta varias

décadas que empezo6 a aplicarse de forma sistematica en el estudio de tejidos biologicos.

Para ver el origen de SHG en un medio no lineal veamos como se propaga la luz a
través de este, partamos de las ecuaciones de Maxwell a través de un medio 6ptico no

lineal [5]

vV.D= p, (1-1a)

v.-B =0, (1-1b)

o8
VxE = - (1-1c)

vXﬁ_aa?+7. (1-1d)

Consideraremos ademés que en el medio no hay cargas ni corrientes libres, es decir
que p =0y 7 = (0. También tenemos que las relaciones constitutivas que definen al

medio son



D=eF+ P,

B = .

(1-3)

Donde ? es el vector de polarizacion, que en general, depende de forma no lineal del

campo eléctrico ﬁ Para derivar la ecuacién de onda en el medio tomamos el rotacional

de la ecuacion 1-1c

VXVXEZ—VXa?:—aVXg,
ot ot

sustituimos de las ecuacion 1-1d y 1-3 en el rotacional de 3

oD

VX?IVXMoﬁ:MO at’

el ultimo término lo sustituimos en 1-4

0D

VxE
VXV X E S+ pogs

=0,

ahora utilizamos la relacién

VxVxE=V(V-E)-VE,

y obtenemos

para finalizar, sustituimos la ecuacién 1-2 y reacomodando términos obtenemos
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vE_Ltfp_ 103 (1-9)

22T o2’
obtenemos una ecuacion de onda inhomogénea. Esta ecuaciéon nos indica que que la
polarizaciéon generada en el medio por el campo eléctrico externo, actiia como una nueva
fuente de campo eléctrico. Como veremos a continuaciéon, esta nueva fuente es el origen
de segundo armoénico.
Para ello analicemos como la polarizacion macroscépica ? depende de la intensi-
dad del campo eléctrico aplicado. En la mayoria de las situaciones, la polarizacion solo

depende del campo eléctrico de forma lineal, mediante la siguiente relacion

P = exVE (1-10)

donde € es la permitividad eléctrica y x(!) la suscetibilidad lineal. Sin embargo, cuando

E es muy intenso, la polarizacion se representa mediante una expansion de Taylor

P =« (X<1>E +XPE? + YO B3 4 ) — PO LB L BO (1-11)

A cada y® es llamada susceptibilidad no lineal de i-ésimo orden. Es importante
sefialar que estos términos ¥ son tensores, y, como veremos mas adelante, proporcionan
informacion sobre la estructura tridimensional del medio no lineal.

Los términos B® — eoxW E? son la polarizaciones de i-ésimo orden. Existen distintos
procesos Opticos que de acuerdo al orden de la susceptibilidad eléctrica que domina el
fenomeno, son nombrados por ese orden. Por ejemplo, los procesos de primer orden son
la difraccién, la reflexion o la absorcion. Los procesos de tercer orden o x® son el efecto

optico Kerr, la mezcla de cuatro ondas o el efecto Raman. Efectos de segundo orden o
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x? son la suma de frecuencias, la conversién paramétrica descendente y espontanea o
SPDC por sus siglas en inglés que ademés es un fenémeno cuédntico, o la generacién de
segundo armoénico. Para entender este tltimo veamos que sucede con la polarizacién de

segundo orden

PO = @ B2, (1-12)

Se ve afectada por un campo eléctrico de un laser. Si el campo eléctrico de excitacion es

de la forma

E(t) = Eexp ™' +E* exp™, (1-13)

al sustituir en la ecuacion 1-12 y desarrollando esta ecuacion, obtenemos lo siguiente

PO Z (D E2 = @ ( Bexp=t + B expz-wt)Q — 2oV EE" +(60x(2) ety . C') '
(1-14)

Los dos términos finales de la ecuacién 1-14 actian como nuevas fuentes de campo
electromagnético, al primero se le llama rectificacién éptica y el segundo es la genera-
cién de segundo armoénico. En este proceso la conservacién de la energia y momento se

representan por medio de las condiciones de empatamiento de fase

Wy + Wy = WsHG, (1-15)
T =
ki + k2 = K sue, (1-16)

donde wy es la frecuencia del haz de exitacion, wspg la frecuencia del segundo ar-
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”II

I<SHG

Figura 1-1: Diagrama de la conservaciéon de momento lineal en el proceso de SHG.

S A o -
monico, k¢ y k sug son los vectores de onda del haz incidente y del segundo armoénico

respectivamente.

Estado
virtual

(O]

Estado Oe=20
virtual SHG f

¢

Estado
fundamental

Figura 1-2: Diagrama de la conservacion de la energia en el proceso de generacion de
segundo armonico

La intensidad de la senial de segundo armoénico o, es proporcional a

Noy,C v

Ly LA
Ly, o (w Xef) Psen? 2" (1-17)

Donde w es la frecuencia de la onda incidente, L la longitud del medio 6ptico, ch) la

susceptibilidad efectiva definida como

Xer = X' + X°E, (1-18)
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na, es el indice de refraccién en el medio para la frecuencia 2w. I? es la intensidad del
haz incidente, Ak = ko, — 2k,. Como vemos, la senal de SHG, es proporcional a la
longitud del medio éptico, lo cual puede ayudar a caracterizar a este medio, ya que el
grosor promedio de las fibras puede ser alterado por alguna enfermedad, manifestandose

en su capacidad para generar SHG.

1.2. Efecto de simetria de inversion

Las simetrias en la red cristalina del medio éptico tienen efectos en los tensores de
susceptibilidad Y , y por tanto, en su comportamiento 6ptico. Por ejemplo, es necesa-
rio que el sistema cristalino sea anisotropico para mostrar birrefringencia. A su vez los
sistemas tetragonal, trigonal y hexagonal muestran simetria rotacional por lo que se les
nombra uniaxiales, mientras que los sistemas triclinico, monoclinico y ortorrémbico son

biaxiales.

Una consecuencia importante en el SHG es la que se produce a partir de la simetria de
inversiéon o centrosimetria, para ver esto, recordemos como esta definida la polarizacién

no lineal y que por simplicidad trataremos como escalares

P(t) = eox® E*(1), (1-19)

y si el campo eléctrico aplicado es de la forma

E(t) = Eycos wt. (1-20)

Si se da un desfase de 7 en el campo aplicado, el signo de la polarizaciéon cambia, ya

que hemos asumido que existe simetria de inversion, por lo que tenemos que
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— P(t) = eox? [ E@)]" = coxP (1), (1-21)

asi

P(t) = —P(t). (1-22)

Esto significa que P(t) es idénticamente cero, por lo que concluimos que

x? =0 (1-23)

Asti los medios que posean simetria de inversién no generaran segundo arménico. Dicho
de otra forma, una condicién necesaria para la generacion de segundo armoénico es la no
centrosimetria.

Esta ultima propiedad la presentan algunos cristales como el beta bario borato (BBO),
el niobato de litio, o el dihidrogenofosfato de potasio (KDP). Durante los ultimos afios la
generacion de segundo armoénico ha sido ampliamente usada en la fisica médica principal-
mente en la microscopia optica de alta resolucion, esto es debido a que varias moléculas
orgénicas (coldgeno, miosina, tubulina, amilopectina, etc.) presentan una estructura que

es no centrosimétrica y una alta susceptibilidad eléctrica de segundo orden.

1.3. Polarizacion a nivel molecular

En la seccion anterior describimos el proceso SHG en medios dieléctricos, sin embargo
en el caso para tejidos bioldgicos tenemos un medio anisotrépico. Una descripcién mas
realista [6] se consigue al modelar a las moléculas en un espacio tridimensional. En lugar
de trabajar con el los tensores de susceptibilidad ¥, lo haremos con los tensores de

hiperpolarizabilidad o), 3 aunque al final describiremos la relacién entre estos dos
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marcos de referencia. Las propiedades épticas son descritas por estos tensores, la parte
lineal por a, y para la parte no lineal de segundo orden por 3 el correspondiente a la
polarizaciéon de segundo orden. Cada componente f3;;, describe la eficiencia de generar
polarizacion en direccion del eje ¢ cuando el campo eléctrico incidente polariza a lo largo
de los ejes j y k de la molécula. Las simetrias del medio reducen el nimero de elementos
independientes del tensor. Los tejidos bioldgicos colageno, miosina, tubulina presentan
simetria uniaxial. Para estos sistemas solo se requieren cuatro elementos tensoriales, estos
son: ﬁzzza 6zmx:6zyy7 6xzaszﬂyzy:5m:z:6yyz y 5:Eyz:5xzy:'5yxz:'6yzx- En una molécula
la polarizacion lineal describe la magnitud y la fase del dipolo inducido en la molécula
por un campo eléctrico externo E.Siel campo externo E es pequeno el comportamiento

de la polarizaciéon sera el de un oscilador armoénico

P, Ogp  Ogy Qg €
Pyl = | owe ayy oy | [ey (1-24)

En general la relaciéon entre la polarizacién de la molécula y campo eléctrico es

P (w) = Z a;j (—wi,we) Ej(ws) + Z/Bi]’k (—w1,ws, ws) Ej(we) Bk (ws) + ...

(1-25)

Donde P; es la polarizacién inducida en el medio macroscépico por un campo eléc-
trico I/ de frecuencia wi, mientras que «;; es la polarizabilidad lineal, 3;;;, es la primera

hiperpolarizabilidad, F; es el campo eléctrico en la direccién i-ésima.
Mientras que la polarizacién macroscépica inducida en el medio es
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P(w1) = 3 x5 (—wiwa) Bj(wa) + 3 x40 (—wi, wa, wa) Ej(wa) By (ws)+
7 Jk

> X (w1, wa, wy, wa) Bj(ws) Ey(ws) Er(ws)  (1-26)

ki

donde Y7 suceptibilidades. De forma que la relacién entre Bijk Y Xijk €S

XOh = NBCLEf (1-27)

Donde N es la densidad de las moléculas, y las f, son los factores de campo local
debido a las interacciones intramoleculares. Estas relaciones ayudan a que a partir de un

modelo molecular se puedan deducir propiedades del medio macroscépico.

1.4. Emisién en epi-direcciéon

La condiciéon de empatamiento de fase Ak = k, — ko, = 0 se da, desde el punto de
vista microscopico, cuando los dipolos constituyentes del medio se encuentran en fase y el
campo emitido por cada uno de ellos se suma coherentemente en la direccion del haz de
excitacion(direccion Forward). Estas condiciones se dan en cristales como el Beta Bario
Borato (BBO).

A diferencia de estos cristales, los tejidos producen esparcimiento de la luz y su es-
tructura es policristalina, como consecuencia se tiene una contribuciéon al momento axial
alterando las condiciones ideales de phase-matching. Mas especificamente, la densidad
de empaquetamiento de las fibras y la aleatoriedad en sus direcciones alteran la con-
servacion de momento por lo que el SHG se vuelve un proceso cuasi-coherente, esto da

como resultado que la emisiéon de SHG se de, no solo en la misma direccién que el haz
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de excitacién (propagacion forward), sino que ademas se tenga en la direccién contraria,
también llamada epi-direccién o propagacion backward (ver figura 1-3). De esta forma el

quasi-phasematching se vuelve

Ay = K; — (ko — 2k,) (1-28)

en direccion forward y

Aky = Ky — (kaw + 2k,) (1-29)

Backward
(epi)

Figura 1-3: El patrén de emisién en las direcciones Forward y Backward depende de
la distribucion de dipolos que contribuyen a la senal de SHG. Adaptado https://es.
abcdef .wiki/wiki/Second-harmonic_generation

en direccion backward. Los términos Ky y K son los momentos axiales en las direccio-
nes forward y backward respectivamente. La razon entre la emisiéon en cada direccién
depende del diametro fibrilar, el espaciado fibrilar y la aleatoriedad del ensamblaje de las
fibras en los tejidos. Experimentalmente se ha observado que para didmetros fibrilares
del orden de Aspa/10 se tiene Fsya/Bsua ~ 1, donde Fspq es la intensidad de la senal

en direccién forward v Bspa en la direccién backward, la emision en direccion forward se
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incrementa hasta casi el 100 % para didmetros similares a Agp[7]. Dado que las emisio-
nes se producen bajo distintos parametros, las longitudes de coherencia en cada direccion

son diferentes

AsHG 1
I, = . 1-30
4 |Mow — Nyl ( )
en propagacion forward, que en tejidos es del rangos de 5 a 15 um, y
A 1
l.=Z= (1-31)

4 12w + Ny |

en backward. Esta diferencia entre las longitudes de coherencia se manifiestan como di-
ferencias morfologicas en las imagenes generadas, mientras que en forward las fibras se
muestran como filamentos continuos, en backward aparecen segmentadas, como se mues-

tra en la figura 1-4.

Figura 1-4: Diferencia en la morfologia de las fibras en cada direccién de propagacion,
a la izquierda tenemos la imagen en direccion backward donde las fibras se muestran
segmentadas. A la derecha tenemos la imagen en direccién forward, aqui las fibras son
continuas [8].
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1.5. Usos biomédicos del SGH

El estudio y andlisis médico de distintas estructuras biolégicas requiere de sistemas de
formacion de imagenes de alta resolucién y contraste de estructuras. La microscopia de
segundo armonico ha sido ampliamente utilizada en las iltimas décadas en el estudio de
varias estructuras organicas, por ejemplo ayuda en la visualizacién de enfermedades en
algunos tejidos como el colageno, ya que las enfermedades y danos que se pueden producir
en las fibras de coldgeno alteran su arquitectura. La mayoria de los estudios se centran
en el colageno porque es la proteina mas abundante del cuerpo, se puede encontrar en la
piel los tendones, la cérnea, vasos sanguineos, huesos y en otros érganos internos. Por lo
que esta técnica es utilizada para el andlisis clinico de una amplia gama de patologias.

El SGH permite un andlisis més cuantitativo que otros métodos, como es el de la
histologia. La microscopia de SGH permite obtener imagenes de tejidos con un grosor de
varios cientos de micrémetros

La senial SHG tiene por tanto naturaleza endégena [9] y surge de una polarizacién
inducida por absorcién, lo cual reduce significativamente el photo-bleaching y la foto-
toxicidad propia de los métodos de fluorescencia. Ademas, debido a que la longitud de
onda fundamental se sittia tipicamente préxima al infrarrojo, la microscopia SHG permite

obtener alta resolucién de imagen a varios cientos de micras de profundidad [10]

1.6. Biosintesis y estructura del colageno

El coldgeno es la proteina mas abundante en los mamiferos en quienes constituye alre-
dedor del 25 %, en el cuerpo humano representa hasta al 35 % de su peso. Es la principal
sustancia en los tejidos estructurales como son los huesos, la piel, la cornea, ligamentos y

tendones. Se clasifican en mas de 20 tipos, ya que no existe una unica proteina de colé-
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geno sino toda una familia de moléculas relacionadas entre si. Cada 6rgano se constituye
de uno o varios tipos de colageno y la proporcién de estos también es caracteristica. La
molécula méas abundante corresponde al llamado Tipo I, que representa alrededor del
80 % de todo el coldgeno en el cuerpo. Esta proteina cumple principalmente una funcién
de sostén e integracién sistémica del organismo ademés de algunas funciones inmunolé-
gicas y metabdlicas. Por ejemplo, en la cornea proporciona flexibilidad y transparencia,
mientras que en los huesos proporciona densidad y dureza. Profundizaremos un poco mas
acerca de los tipos de colageno en la siguiente seccién.

Las moléculas de colageno se organizan en estructuras jerarquicas fibrilares. La mo-
lécula bésica con la que se construye el colageno esta compuesta por tres cadenas de
polipeptidicas con una estructura helicoidal, su estructura se forma por 3 cadenas de
aminoacido de la forma Gly-X-Y (fig:1-5-A), donde Gly representa a la glicina. En la
mayoria de los casos la posicion "X” es ocupada por la prolina, y en la posiciéon "Y”
se encuentran la hidroxipolina o la hidroxilisina (fig: 1-5-B). Estas tres cadenas estan
unidas por medio de puentes de hidrogeno lo que otorga estabilidad a la estructura de
triple hélice.

El proceso de biosintesis es muy complejo [11][12] e involucra numerosos pasos dentro y
fuera del medio celular, ademas de que la molécula sufre distintos tipos de modificaciones
segun sea el tipo de coldgeno en que se van a constituir. Al final todo ese proceso determina
la estructura y propiedades biomecanicas de las fibras finales. Aqui daremos solo una
vision general esta sintesis.

Este proceso comienza cuando dentro de la célula los ribosomas ensamblan una se-
rie de aminoacidos para formar las cadenas polipeptidicas precursoras de cadenas «,
estas moléculas forman una triple cadena de alrededor de 300 nm flanqueadas por los
propéptidos C- y N-. Las cadenas son transportadas al reticulo endoplasmatico, ahi den-

tro las cadenas pro-a sufren una hidroxilacién mediante el cual un centenar de grupos
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chain A

chain C

Figura 1-5: Estructura bésica de la triple hélice (A). Estas se agrupan para formar una
gran cadena (B)[11].

peptidil-prolina se transforman en hidroxiprolina y unos cuantos grupos peptidil-lisina se
convierten en hidroxilisina, aqui es donde las cadenas o comienzan a auto-ensamblarse.
A los grupos hidroxilisina se fijan moléculas de galactosa y glucosa, se crean puentes de

disulfuro entre las cadenas polipeptidicas, dando lugar a la molécula de procoldgeno.

Esta molécula transita al medio extracelular a través de las vesiculas de Golgi y bajo
la accién de las proteasas sufre una escision de los grupos N-terminal y C-terminal y
forma la molécula de tropocolageno. Después de esta escision las moléculas de colageno
se unan entre si mediante enlaces transversales bajo la acciéon de la enzima lisiloxidasa, a
lo que se le suele llamar cross-linking, y se empaquetan en forma escalonada para formar
fibrillas (fibril en inglés) de coldgeno con didmetros de 10 a 300 nm. Finalmente estas
fibrillas se ensamblan en forma paralela lo que da lugar a las fibras de coldgeno. Las fibras

de colageno tienen diametros de entre 0.5 y 5 um. La figura 1-6 muestra un resumen de
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este proceso.
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Figura 1-6: Esquema de la sintesis de las fibras de coldgeno [14].

1.7. Estructura y tipos de colageno

Los criterios para clasificar el colageno en distintas subfamilias son variados, estruc-
tura genética, secuencia homoldgica, secuencia estructural, conjuntos supramoleculares
y distribucién en los tejidos. Por ejemplo en algunos tipos de coldgeno las 3 cadenas «
Gly-X-Y son iguales, en otros tipos solo dos son iguales, y en otros las tres son diferentes.

Alteraciones en la secuencia de aminodcidos resultan en disfunciones de la molécula, por
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ejemplo la osteogénesis imperfecta. En el colageno de los tendones poseen dos cadenas
a—1yunaa—2

El tipo I es el méas abundante y se encuentra predominantemente en huesos, tendones,
ligamentos y la cornea. Los tipos I, II, III,V y XI son fibrilares y representan alrededor
del 70 % de todo el coldgeno en el cuerpo humano, la mayoria de las fibras son una mezcla
de varios tipos de colageno.

Dependiendo del tejido las fibras presentaran una arquitectura caracteristica, esta
puede ser alterada por diversas patologias, permitiendo diferenciar un tejido sano de uno
enfermo. Es por esto que las técnicas de caracterizacién ayudan en el diagnostico médico.
Para ejemplificar estas estructuras caracteristicas podemos mencionar a los tendones,
en ellos la mayoria de las fibras estan alineadas paralelamente, lo que les permitiendo
resistir fuerzas unidireccionales y transmitir eficientemente las fuerzas generadas por los
musculos. En comparacién las fibras de los huesos forman matrices ortogonales dispuestas
en planos alternados, esto permite una gran resistencia multidireccional. En el intestino
forman una red bidimensional.

Las fibras de coldgeno se organizan en una estructura jerarquizada como se muestra
en la figura 1-7. Primero las moléculas de colageno forman cadenas en forma de triple
hélice con longitudes de alrededor de 300 nm, estas cadenas se ensamblan paralelamente

en fibrillas, y estas, a su vez, forman las fibras de coldgeno.

1.8. Enfermedades del colageno

Como veremos en el capitulo 3, algunas patologias modifican la estructura fibrilar, la
densidad o el diametro de las fibras, también pueden alterar las propiedades mecanicas del
colageno, estas alteraciones pueden ser de origen genético o por cambios en el metabolismo

del colageno
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Figura 1-7: Estructura jerarquica de las fibras[11]

Osteogénesis imperfecta: produce fragilidad 6sea y frecuentemente hiperlaxitud cu-

tanea y articular

Sindrome de Ehlers-Danlos: se caracteriza por una hiperelasticidad cutanea y una
hiperlaxitud ligamentaria. También puede provocar fragilidad en la piel y pertur-

baciones en los procesos de cicatrizacion.

Escorbuto: Se debe a un déficit de acido ascorbico el cual interviene en varias
reacciones enzimaticas para la formacion del colageno. El sintoma principal es una

deficiencia en los procesos de cicatrizacion.

Esclerodermia: Esta enfermedad se caracteriza por la acumulacion excesiva de de-

positos de colageno en los tejidos. Sus causas son diversas, puede ser una respuesta
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Sub-family

Members

Fibrillar collagens
Fibril associated and related collagens

Beaded filament forming collagen

Basement membrane and associated
collagens

Short chain collagens and related proteins

Types I, I1, IIT, V, XI, XXIV and XXVII

Types IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI
and XXII

Type VI

Type IV, VII, XV and XVIII

Types VIII and X; Clq; hibernation-related

proteins HP-20, HP-25 and HP-27; emilins 1
and 2; adiponectin; CTRPs 1-7: inner ear
(saccular) collagen

Types XIII, XVII, XXIII and XXV/CLAC-P;
ectodysplasins; macrophage scavenger
receptors I-III; MARCO; SRCL; gliomedin;
CL-P1

Mannan binding protein; surfactant proteins A
and D; conglutinin; CL-43; CL-46; CL-L1;
CL-P1; L-, M- and H-ficolins

Emul; collagen XXVI/Emu2; collagen
XXVIII; acetylcholinesterase tail subunit

Transmembrane collagens and
collagen-like proteins

Collectins and ficolins

Other collagens and collagen-like proteins

Figura 1-8: Divisién de los tipos de coldgeno.[11]

autoinmunitaria anormal, un trastorno del sistema cardiovascular. Puede afectar a

diversos 6rganos como el corazoén, los pulmones o los rifiones.

Estas alteraciones también pueden producir patologias cardiacas, cirrosis o carcino-
mas. Para finalizar, también debemos mencionar que el coldgeno tiene un papel en el
desarrollo del cancer, ya que la matriz del coldgeno regula el comportamiento celular
proporcionandole mecanismos externos y estimulos quimicos. Durante el crecimiento de
un tumor la matriz de coldgeno sufre una remodelacién tanto en la estructura como en
su composicion.

Como hemos visto la estructura de la matriz de colageno es una caracteristica particu-
lar de cada uno de los tejidos en el organismo, las enfermedades y procesos degenerativos
alteran estas estructuras (vease la figura 1-9) y por lo tanto el estudiarlas nos proporcona

una herramienta en el andlisis médico.
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(d) (e)

Figura 1-9: La matriz fibrillar cambia segtin sea la patologia presente. (a) normal, (b)
tumor benigno, (c¢) tumor endometroide, (d) carcinoma seroso de bajo grado y (e) de alto
grado.[13]
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Capitulo 2

Técnicas de Caracterizacion de

tejidos biolégicos

2.1. Introducciéon

Existen diversas técnicas de microscopia para el analisis de muestras biolégicas, como
pueden ser la microscopia electrénica de barrido (SEM por sus siglas en inglés), o la
microscopia electrénica de transmision (TEM por sus siglas en inglés), o la microscopia
de de excitacion de dos fotones, cada una de ellas provee distinta informacién sobre la
estructura de las muestras, con pros y contras. Aqui nos centraremos en la microscopia
de segundo armoénico y las técnicas de caracterizacion que se han desarrollado alrededor
de esta.

El microscopio confocal ha permitido obtener imagenes de mayor resoluciéon que un
microscopio de campo amplio (ver figura 2-1), ademdas permite la reconstrucciéon tridi-
mensional mediante el seccionado 6ptico de la muestra en profundidad. también elimina
el "ruido” de fondo que se produce mas alla del plano focal.

La microscopia confocal se basa en el uso de un diafragma o pinhole situado frente al
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Figura 2-1: Imagenes representativas de distintos tipos de tejidos de coldgeno obtenidas
con microscopia confocal. (a) Gel de coldgeno auto-ensamblado ; (b) dermis de ratén;
(c) hueso de ratén ; (d) ovario humano[17].

sistema de deteccién, en general un fotomultiplicador, en el plano conjugado con el plano
focal del objetivo. De manera que la luz proveniente de los planos que se encuentran por
delante y por detras de dicho plano no converge en el pinhole, es decir, este la obstruye
y por tanto no llega al detector (Figura 2-2).

Las técnicas de imagenologia han mejorado la capacidad de sondear o analizar las
estructuras y la dindmica en células y tejidos. Las aplicaciones de la microscopia no lineal
han demostrado un gran potencial en el anélisis médico y se ha vuelto una prometedora

herramienta en el diagnéstico médico gracias a que son técnicas no invasivas. En este
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Figura 2-2: Esquema basico de un microscopio confocal, la principal diferencia entre
este tipo de microscopio y uno de campo amplio es el uso de pinholes o diafragmas que
Unicamente permiten la deteccién de la luz proveniente de un solo plano focal. La luz
emitida por la fuente laser atraviesa un pinhole y esta es reflejada por un espejo dicroico
hacia una lente que enfoca la luz sobre la muestra (espécimen). Esta muestra generara
luz, ya sea por SHG o fluorescencia, en varios planos focales, esta luz se transmite por
el espejo dicroico y es colectada por un objetivo, pasando antes por otro pinhole. De
esta forma solo los fotones de un plano focal logran llegar a los detectores.https://www.
researchgate.net/publication/314113398 Uso_del _microscopio_confocal_para_
la_caracterizacion_dimensional_en_micromecanizados_step_height

capitulo discutiremos algunas de las técnicas de caracterizacion de muestras biolégicas
en términos de su organizaciéon estructural, grado de orden molecular y dindmica. E1 SHG
al ser un proceso coherente es intrinsecamente sensible a la distribucién angular de los
elementos que generan la imagen de alto contraste, en nuestro caso las fibras de colageno,
tanto de estructuras ordenadas como las que carecen de este, es decir, permite observar
las fibras individuales de coldgeno atn si estas tienen una orientacién homogénea o si es

aleatoria. También permite un andlisis cuantitativo de la orientacién molecular.
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Figura 2-3: Comparativa entre las imagenes obtenidas con un microscopio de campo
amplio y uno confocal en una muestra de rinon de ratén. Aqui se presentan cinco planos
focales, en un microscopio estandar solo se logrda enfocar en un plano mientras que en
el resto la imagen es borrosa. Sin embargo el microscopio confocal logra enfocar en los
cinco planos revelando informacién de la estructura general de la muestra. https://www.
olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/virtual/confocal/

La capacidad de las proteinas de emitir SHG depende de su estructura tridimensional.
El SHG solo se observa en proteinas con estructura ordenada, como la miosina que esta
formada por a-hélices triple hélices

Las ventajas de la microscopia de SHG respecto a otras técnicas es que por su natu-

raleza es posible extraer mas informacién estructural a través de métodos de polarizacion

y resoluciéon direccional

» No requiere de tintes para generar el contraste necesario para formar imégenes
= Es no invasiva, no foto-téxica y no produce foto-blanqueo

Es altamente sensible a la estructura

Permite el seccionamiento 6ptico
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2.2. Polarimetria

El método de polarimetria estudia como cambia la intensidad en la senal de SGH en
funcién de la polarizacién del haz incidente y es capaz de caracterizar la arquitectura
molecular de distintos tipos de muestras biologicas. Existen variaciones de esta técnica
como son el Polaritation-in, Polaritation-out, ella consiste en que por cada angulo 6 de la
polarizacion de laser incidente, se mide la intensidad de la sefial de SHG en un conjunto
de angulos ¢. Un primer resultado que se obtiene de esta técnica es el parametro de

anisotropia « definido como

Iy — Iy
o=
Iy + 1y

(2-1)
donde Iy y Iy son las intensidades de la sefial de SHG cuando la polarizacion del la-
ser incidente es vertical y horizontal respectivamente, cuando o = +1 la orientacién
de la estructura es uniaxial y tiene una orientacion biaxial o aleatoria cuando a = 0.
Con el analisis pixel por pixel se puede recuperar informaciéon estructural en forma de
histogramas de imagen de polarimetria de segundo arménico (PSHG).

Esta técnica suele usarse no solo en tejidos de coldgeno, también se utiliza para
estudiar otras moléculas como la miosina (presente en los musculos) o la amilopectina
(principal componente de los almidones), esta tltima molécula también presenta una
estructura helicoidal y simetria cilindrica, dentro de los granulos de fécula se organizan
de forma radial, y tiene la propiedad de reorganizarse por medio de la hidratacion. Estos
cambios en el grado de orden estructural se ven reflejados en los histogramas.

Para la construccion de los histogramas se han desarrollado diferentes modelos segtin
sea el tipo de muestras que se vayan a analizar, ya que cada una de las moléculas presenta

una estructura geométrica caracteristica, de forma que cada fuente de SHG presenta

diferentes modulaciones en la polarizacion, por lo que funciona como un mecanismo de
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contraste que permite distinguir entre coldgeno, musculo (miosina) y microttibulos, los
cuales pueden estar presentes en la misma muestra.

Describiremos brevemente un modelo para las fibras de colageno. La base de estos
modelos es que las moléculas que generan el SHG presentan simetria cilindrica Cyg,, a lo
largo del cual suponemos esta alineado el ensamblaje supramolecular y estas, a su vez,
tienen una orientacion respecto a la polarizacion del laser.

Como se ha descrito anteriormente, la respuesta al SHG es descrita por el tensor de
hiperpolarizabilidad. La intensidad de la emision de SHG depende del angulo entre la
polarizaciéon del haz incidente y la orientacion local de las moléculas.

Adicionalmente asumimos que se cumplen con las condiciones de la simetria de Klein-
man, es decir, que las frecuencias del laser de excitacion y del segundo armoénico son mu-
cho mas pequenas que las frecuencias de resonancia del material, lo que conduce a que
el tensor de susceptibilidad sea independiente de la frecuencia de los campos eléctricos
involucrados. De esta forma, se da una simetria al permutar los indices en el tensor de

susceptibilidad Xg,l

X’E]ZI)C(W:S =wi + WQ) = Xﬁg)l(w;g =wi t+ (JJQ) = X](fz; (w;g = wi + CL)Q) = (2—2)

ng;'(ws =wi +ws) = Xﬁx)g(w:% = wi + wp) = Xz(é)i(ws = w1 +wa),
donde el subindice 3 se refiere al segundo armoénico y los subindices 1 y 2 son los del laser.
Bajo estas suposiciones solo 7 elementos son distintos de cero, de los cuales solo dos son
: tear (2 2) _ (2 — (2 o2 — (2 _ (2 :
independientes: Y2 y x2) =2 = Xg(;y)z = ngz)y =x?) = ng)lj, donde hemos cambiado
los indices de #jk a los indices de referencia en las fibras zyz, donde el eje z coincide con

el eje principal del cilindro que forman las fibras.

Con estas consideraciones se puede construir una ecuacion que relacione los elementos

29



del tensor de susceptibilidad con la intensidad de la senial de SHG[18]

(2) (2) 2
Ispe [Sin2 2(0—9¢)+ < (Zg)z cos® (6 — @) + X?QZ”)Z sin? (6 — ¢)> ] , (2-3)
Xzzx Xzzz

inicial

Propagacion
del laser

Figura 2-4: Esquema para mediciones de polarimetria. Fj,;.io; €s la polarizaciéon inicial
del laser, F; son las posiciones sucesivas de la polarizacion del laser. 6 es el angulo entre
la polarizacién inicial y las polarizaciones sucesivas del ldser. ¢ es el angulo entre la
polarizacién inicial y la fibra de colageno.

donde 6 denota al dngulo de rotaciéon de la polarizacion del laser (que se controla con una
ldmina de media onda) y ¢ es el 4ngulo entre la fibra de coldgeno y la polarizacién inicial
del laser. A través de unas serie de medidas similar a como se realiza con los pardmetros
de Stokes, es decir, con ayuda de un polarizador y una placa de media onda, hacer
proyecciones de la intensidad para una serie de dngulos, es posible deducir los elementos
del tensor de susceptibilidad. También con esta técnica es posible construir perfiles de
polarimetria (ver figura 2-5), los cuales son representativos de la estructura general de las
fibras. Estos se construyen al graficar el angulo de la polarizacion del laser de excitacion
contra la intensidad de la senal de SHG. Por ejemplo, para una estructura altamente
alineada como es el caso de los tendones, el perfil de polarimetria tendra una forma de

ocho, cuyo eje mayor indicara la direccién preferencial. Esto es por que la intensidad serd
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mayor cuando la polarizacion del laser sea paralela a las fibras y disminuira a casi cero

cuando sea ortogonal. Por otro lado, cuando la figura que se forma es circular, indica que

las fibras estan orientadas en todas las direcciones.

2 4
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Figura 2-5: Perfiles de polarimetria. Tendén de Aquiles humano (a); esponja de cola-
geno (b); dermis reticular humano (c); dermis papilar humano (d). La figura en ocho
es caracteristica de fibras uniaxiales, mientras que los ovalos son perfiles de estructuras
aleatorias[19].

2.3. Transformada de Fourier

La técnica de transformada de Fourier bidimensional sirve para introducir métricas
sobre imagenes con estructuras de coldgeno. Estas métricas definen las siguientes medidas
orientacién preferencial, frecuencia espacial y el espaciado entre fibras. También se puede
utilizar para discriminar zonas con gran organizaciéon, como se observa en la figura 2-6.

La transformada de Fourier es una herramienta matematica que es usada en una gran

variedad de campos para un anélisis de frecuencias de distintos tipos de sefiales. Esta
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Imagen SHG 2D-FFT

Figura 2-6: A la izquierda se muestra una imagen de SHG de esclera de bovino. En el
centro su transformada bidimensional (2D-FFT). Y a la derecha un mapa que muestra
las zonas de organizaciéon maxima Ap,q.[20] .

técnica puede ser aplicada en imagenes al extender su dominio a dos dimensiones, la
imagen se descompone en una superposicion de funciones armoénicas a lo largo de los
ejes vertical y horizontal. En el procesamiento de imagenes digitales en niveles de grises
I(x,y) generalmente se utiliza la transformada discreta bidimensional. Los coeficientes

se calculan de la siguiente forma

1 M—-1N-1 I —
I('LL, ’U) = m & I((L‘,y) e V"M eV N (2—4)
y la transformada inversa es
1 M—-1N-1 rzu 2wy
I(a:,y):m;:%;)](u,v)elMe’N (2-5)

Las frecuencias espaciales asociadas son las modulaciones de intensidad en la imagen
por unidad de distancia. Una vez en el dominio de las frecuencias es mas sencillo , como
puede ser la aplicacién de filtros.

En nuestro estudio, la utilizaremos para hallar la orientacion preferencial de las fibras,
esta se refiere a la direcciéon promedio en la que las fibras estan orientadas en un plano.
Existen varios métodos para calcular la orientaciéon preferencial. El primero es el llama-

do método de ajuste de linea, este consiste en calcular la transformada de Fourier 2D,
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luego se crea una imagen binaria aislando las frecuencias espaciales dominantes. A las
frecuencias aisladas se les asigna una amplitud de 1 y a todas las demés una amplitud de
cero. Finalmente se aplica la linea de mejor ajuste a esta imagen binaria. La orientacién
preferencial estara dirigida a lo largo de una direccion ortogonal a esta linea de mejor
ajuste. Hay que hacer énfasis en que la orientaciéon en si no es significativa, sino que esta
informacion es relativa al conjunto de las fibras en la muestra.

Otro método es el de la integracion radial, en el que de nuevo se obtiene la trasformada
de Fourier, y a diferencia del método anterior, aqui se realiza una integraciéon radial sobre
todos los dngulos lo que resulta en una grafica de angulo de orientacién contra amplitud
radial. Estas graficas suelen ajustarse por una funciéon gaussiana la cual esta centrada
en el dngulo de orientacion preferencial y el ancho es una medida de cuanto divergen las
orientaciones de las fibras en la region estudiada.

Un tercer método es el método de gradiente, en este método se calculan los gradientes
a lo largo de los ejes horizontal (Ax) y vertical (Ay). La orientacién local esta dada por
la funcién © = tan~! 2—;.

Al analizar una region, se subdivide la imagen en regiones mas pequenas con una red y
se determinan las orientaciones en cada una de esas sub-regiones. Esto es particularmente
util para estudiar las correlaciones estructurales entre distintas areas de la muestra.

Las regiones en las que las fibras estdn mayormente alineadas son denominadas an-
isotropicas, mientras que en las que las fibras presentan orientaciones muy aleatorias se

les llama isotrépicas.

2.4. Polarimetria de Stokes-Mueller

En la seccion de polarimetria 2.2, vimos como era la respuesta del SHG cuando

el laser de bombeo presentaba una polarizacién lineal. La desventaja de esto, es que
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solo las fibras cuya direccion sea similar a la de esta polarizacién generaran segundo
armonico, lo que puede dejar fuera a una gran cantidad de tejido y por ende a una
perdida informacién. Una manera de solucionar esto es ampliar los estudios utilizando
una polarizacién eliptica. Esto puede mejorar la respuesta en la senal de SHG y proveer
mas informacién de la estructura del colageno, sobre todo en tejidos que no posean una

arquitectura regular.

La matriz de Mueller es una matriz de 4 X 4 que contiene la respuesta polarimétrica de
una muestra (depolarizacion, birrefringencia y diatenuacién), estas matrices transforman
un estado de polarizacion, representado por un vector de Stokes, en otro estado el cual
contiene la informacion sobre las propiedades de polarizacién de la muestra. Este forma-
lismo se puede extender con el llamado matriz doble de Mueller Stokes, donde ahora las

matrices son de 4 x 9 [31].

Las triple hélices de colageno presentan quiralidad, lo que lleva a que presenten res-
puestas diferentes a polarizacién derecha e izquierda, lo que se estudia mediante el di-
croismo circular. La polarizacién circular puede ser usada para obtener informacién sobre

la morfologia y la orientaciéon molecular.

La intensidad del SHG se relaciona con el estado de polarizacién del haz incidente de

la siguiente forma

SHG = (moo Mo1 Moz m03> ° , = MCsnc - Sin, (2-6)

donde Mgy es una matriz 1 x 4 que contiene las propiedades de la muestra para ge-

nerar el segundo armonico y S5;, es el vector de Stokes del hazincidente. En la teoria de
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polarizacion, el vector M Csyq es equivalente a la primera fila de la matriz de Mueller, y
los cuatro elementos de esta matriz son desconocidos. Para hallar estos valores se requie-
ren cuatro estados de polarizacion incidente. Se define la matriz 4 x 4 cuyas columnas

son estos estados o vectores de Stokes

S(l)- 5(2)' S((]Qi)m 5(4)
g g o) o)

MSiy, = o (2—7)
S(l)» 5(2)‘ 5(3) 5(4)

2—in

S(l) 5(2)' 5(3)' 5(4)-

3—in 3—in 3—in 3—in

y la matriz que representa los cuatro estados de polarizacion de la senal de SHG,

_ 1 2 3 4
Misng = (T8e % T8he Te). (2:5)

estas matrices se relacionan como

MIspe = MCspg - M Sip, (2-9)

finalmente, para computar los elementos de la matriz M Csyq

MCsuye = MIgye - (MSy)™". (2-10)

Una vez que se han obtenido estos valores, se puede calcular el parametro de diate-

nuacion

D \/(m01)2 + (::02)2 + (mo3)?

(2-11)

cuyos valores estan en el intervalo de 0 a 1. También podemos calcular la razén de

dicroismo DR del material
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1+ D
DR— "~ 2-12
T D (2-12)

Otro valor importante es la diferencia entre la absorcién de polarizacion izquierda y
derecha. Esta puede ser definida como el contraste entre las intensidades de la polarizacién
circular y en términos de los elementos de la matriz M Cgsyq
I§Ha + ISiiq

mo3

CD = =2

(2-13)

([gg'c - Is%c;) /2 B Moo

Figura 2-7: Imagenes del vector de Stokes 2D reconstruido, las imagenes de la primera fila

se dan cuando la polarizacion incidente es horizontal y la segunda fila cuando es vertical
(32].

2.5. Analisis de Textura

El término "textura'se refiere a las variaciones de intensidades entre diferentes regiones
en una imagen, y el analisis es una cuantificacién de la variacion espacial de valores de

tonos de grises. Al igual que los métodos mencionados anteriormente, se tiene la hipétesis
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de que la "textura'de tejido cambia durante el desarrollo de una enfermedad .

Las variables de primer orden (media, desviacién estandar, varianza) no son carac-
teristicas de textura ya que solo consideran las intensidades de pixeles individuales in-
dependientemente de sus vecinos. No por ello debemos ignorarlos, ya que proveen de
informacion ttil. Por ejemplo, la media y la integral de densidad proporcionan medidas
de la claridad/oscuridad de la imagen, mientras que la desviacién estandar describe el
contraste. El skewness cuantifica la asimetria de la distribucién de intensidades de pi-
xeles, o la curtosis que determina el grado de concentracion de los valores alrededor del

valor principal.

Las variables de segundo orden dependen del arreglo espacial de los niveles de gris en
la region de estudio y estas si proporcionan informacion de la textura, estas variables se
basan en la matriz de concurrencia. Mientras que un histograma muestra la ocurrencia
de un tono de gris en una imagen, la matriz de co-ocurrencia representa la frecuencia con

la que se producen pares de pixeles con un valor y desplazamiento especificos.

La matriz de co-ocurrencia se calcula a partir de las funciones de densidad de proba-
bilidad condicionales conjuntas de segundo orden P;4(%, j). Cada uno de estos valores es
la probabilidad de ir de un nivel de gris 7 a un nivel j en una direccién 6 y a un espaciado
d. La matriz de co-ocurrencia es una matriz cuadrada de dimensién N, donde esta N es
la cantidad de niveles de grises en la imagen. Existen un total de 14 caracteristicas de

textura [27] los cuales se presentan en la tabla 2-8

Para ilustrar los cambios en la textura veamos como ejemplo un tejido de ovario
(figura 2-9), uno sano y otro que presenta un tumor maligno. Mientras que en el tejido
enfermo las fibras muestran una gran regularidad, mayor densidad de empaquetamiento

y una direccion preferencial, el tejido sano presenta una distribucién méas aleatoria .

37



Textural

feature
category Feature Expression Interpretation
N=1 N-I N-1
FOS Mean w=>3 1Y P ;=13 j3 P Average gray value
=0 j=0 j=0
N-1 N=1
FOS Standard o= (i-wYy P, Standard deviation of the gray values
deviation i=0 i=0 used to generate the mean gray value
N=1
FOS Integrated I=7% n(Ni) Product of image’s area and mean
density i=0 gray value
N-1
FOS Skewness Uz =o=> - M Third-order moment about the mean.
=0 It quantifies how symmetrical the
distribution is
N-1
FOS Kurtosis pa=0"*3 (i—pipP -3 Fourth-order moment about the mean.
=0 It quantifies whether the shape of the
data distribution matches the Gaussian
distribution
N-1
GLCM Energy P? i Degree of image’s texture directions
ij=0 according to the perception of human
eyes (also called uniformity)
N=lL . .
GLCM  Correlation — 3 P[22 Linear dependence of gray levels on
i.j=0 those of neighboring pixels
N-1
GLCM Inertia G—j )P, i Representation of pixels entirely
ij=0 similar to their neighbor
N=1 p2
GLCM Inverse > T:‘_’j—' Measure of the amount of local
difference ij=0 uniformity present in the image (also
moment called homogeneity)
N=1
GLCM Entropy — Z P jlog P ; Measure of randomness
ij=0

FOS: first-order statistics; GLCM: gray level co-occurrence matrix; P: probability density function.

Figura 2-8: Caracteristicas de textura con sus respectivas expresiones matemaéticas [27].

2.6. Machine-learning

El término de machine-learning se refiere a algoritmos computacionales que permiten
a una maquina “"aprender” sin estar explicitamente programada para ello, a partir de un
banco de datos. Estos algoritmos pueden ser de patrones de reconocimiento, clasificacion
y prediccion. De esta forma se busca que la intervencién humana sea minima y que los
sesgos inherentes a los humanos no afecten el desempeno y las selecciones del algoritmo.
Asi, la operacién de un algoritmo de machine-leaning ya sea para clasificar o predecir

eventos esta basada en datos concretos y observables.

Como hemos visto, para el andlisis clinico es necesario poder diferenciar un tejido
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(a) Normal ovary Ovarian cancer

Figura 2-9: Las imagenes muestran los cambios en la textura entre un tejido de ovario
sano (a) y uno con cancer (b). Campagnola, P. 2011. Anal. Chem. 83:3224-3231.

sano de uno enfermo, sin embargo realizar estas clasificaciones no es una tarea trivial
ya que el envejecimiento, las lesiones, tumores y distintas patologias pueden alterar la
arquitectura del colageno de distintas maneras, ademéas de que estas alteraciones suelen
ser graduales. Es asi como el machine-learning surge como una poderosa herramienta en

el analisis médico.

Los tipos de algoritmos son variados pero se pueden clasificar en dos campos; el
aprendizaje supervisado y el no supervisado, el entrenamiento de estos algoritmos requiere
del procesamiento de una gran cantidad (miles o incluso millones) de imagenes para

ajustar adecuadamente sus parametros.

Otra herramienta de intelegencia artificial o TA es el Deep-learning, el cual involucra
el uso de redes neuronales, esta tiene la ventaja de que requiere una menor cantidad de
datos de andlisis para lograr una gran precisiéon. Su uso en la microscopia es mas viable

ya que la cantidad de imagenes que se pueden obtener suele ser muy limitada.
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2.7. Relacion Forward/Backward

Como vimos en la seccion 1.4, los tejidos bioldgicos tienen emisién en epi-direccién
o backward. Esto es debido a que el factor de empatamiento de fase es distinto de cero.
La relacion Fsya/Bshg escala como sin (mAkL/2), donde m es un entero, esto significa
que es menos eficiente para grandes valores de Ak, lo cual corresponde a estructuras mas
aleatorias comparadas con la longitud de onda Agyq.

Como hemos visto, las distintas patologias producen cambios en la distribucién y
tamano de las fibras, en este caso, estas alteraciones se manifiestan en la relaciéon de
intensidades Fspyg/Bsua, con lo cual se tiene otra herramienta para diferenciar entre
tejidos sanos y enfermos.

Para ejemplificar esto ultimo, Campagnola ha desarrollado una técnica de imagen
3D SHG para medir la relacién Fsye/Bspe como funcién de la profundidad del tejido
basada en simulaciones de Monte Carlo. Este algoritmo permite construir graficas como
la mostrada en la figura 2-11, en ellas se detalla como la relacién Fsyo/Bshg difiere para

dos tipos de tejidos, uno sano y otro con presencia de cancer.
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Figura 2-10: Imagenes de SHG de fibras de colageno en direccién forward y backward de
cornea (a,b) y esclera (c,d). Imagen tomada de Han, M., G. Giese, and J. F. Bille. 2005.
Opt. Express 13:5791-5797.
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Figura 2-11: La grafica muestra la diferencia entre las razones forward/backward versus
la profundidad de tejidos de ovario, uno normal y otro con cancer. Campagnola, P. 2011.
Anal. Chem. 83:3224-3231
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Capitulo 3

Arreglo experimental

3.1. Objetivo

Microscopia confocal: Una desventaja de la microscopia de campo amplio es que todos
los planos, tanto arriba como abajo de la regién de enfoque contribuyen a la formacion
de la imagen, todas esas contribuciones estaran fuera de foco y en consecuencia habra
una disminucion en la calidad y resolucién axial de la imagen. El microscopio confocal
no tiene esas limitaciones, ya que al utilizar un pinhole elimina la informacion que se
encuentra fuera del plano focal ademas de tener la capacidad de controlar la profundidad
de campo, con esto se consiguen imagenes con menos ruido y mayor contraste. Ade-
mas tiene la capacidad de seccionamiento éptico lo que permite realizar reconstrucciones
tridimensionales a partir de cortes seriados.

Sin embargo, como hemos visto, existe una gran variedad de técnicas de caracteriza-
cién de tejidos por medio de SHG, algunas de ellas difieren en el tipo de configuracién
del microscopio. Dado que los microscopios comerciales suelen ser muy rigidos en cuanto
a modificaciones, es dificil realizar varias de estas técnicas en un solo microscopio.

El objetivo experimental fue construir un arreglo experimental ajeno al microsco-
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pio comercial que permita cambios de configuraciéon, y por lo tanto, se pueda realizar

cualquier técnica de caracterizacion deseada.

3.2. Preparacién de muestras

Se trabajaron con dos tipos de muestras, por un lado tendones de cerdo en porta-
objetos, estas muestras fueron proporcionadas por el grupo de Dr. C. Toussaint Kimani
https://www.researchgate.net/profile/Kimani-Jr de la universidad de Illinois, por
lo que el grupo del trabajo del laboratorio de 6ptica cuantica no tuvo participacion en la
preparacion de las muestras.

El otro tipo de muestras es de fécula de maiz (maicena), esta fécula se colocé entre
un portaobjetos y un cubreobjetos de forma muy dispersa, de forma que obstruyera lo

menos posible la luz, no se le dio ningin tipo de tratamiento.

3.3. Imagenes de SHG con microscopio confocal

Utilizamos un microscopio de escanéo ldser 710 LSM Zeiss(Carl Zeiss Ltd, Welwyn
Garden City, UK), figura 3-1. Para la generacién de segundo arménico se utilizé un laser
ultrarrapido sintonizable de zafiro dopado con titanio, marca Coherent, modelo Chame-
leon Ultra II con las siguientes especificaciones: 3.0 W de potencia promedio maxima,
una tasa de repeticion de 80 MHz, duracién de pulso de 140 fs y un rango de 680 a
1080 nm y se oper6 a una longitud de onda de 810 nm. Para la adquisiciéon se utilizo en
configuracion forward con un filtro pasa-bajas MBS 488, se utilizaron varios objetivos,
EC. EpiPln 10X N.A. 0.2, LD PInN 20X N.A 0.40, Plan apocromatico 50X N.A. 0.65.
Para el control del microscopio y la adquisicion de imagenes se utilizé el software ZEN,

W

las imagenes obtenidas se graban en archivos ”.cz:” para su andlisis. En este sistema
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solamente se usaron las muestras de tendon porcino.

Figura 3-1: Microscopio confocal ZEISS LSM-710-NLO.

3.4. Arreglo auxiliar para generaciéon de segundo ar-
monico

Como se mencioné anteriormente, se buscaba realizar otro tipo de caracterizaciones,
ademas de las que el microscopio confocal nos permitia. Para ello, se construyé un montaje
auxiliar, que se esquematiza en la figura 3-2, la fuente de excitacion es el mismo laser
Chameleon que se utilizo en el microscopio confocal. El mecanismo de control sobre la
potencia que incide sobre las muestras consistié en una placa retardadora de media onda
y un divisor de haz polarizado, de forma que al rotar la placa se modifica la polarizacion
del laser y solo se trasmite la componente horizontal. Enseguida se encuentra un espejo
con el que se alinea el haz, a continuacién una placa retardadora de A/2 que permitird
rotar la polarizacion del haz que incide sobre la muestra, esto nos permitira realizar las

mediciones de polarimetria.
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Figura 3-2: Esquema experimental del arreglo auxiliar. Donde HWP es una lamina de
media onda, PBS un divisor de haz polarizado, M un espejo, DM un espejo dicroico,
SPF un filtro pasa-bajas y BPF un filtro pasa-bandas.

Posteriormente colocamos un espejo dicroico single-edge DML, con longitud de onda
de corte de 605 nm, con banda de reflexiéon de 350 a 596 nm y banda de transmision de
612 a 950 nm. Este espejo refleja la senal backward del SHG y la dirige hacia una camara
CCD antes de la cual se coloca un filtro pasa-bajas FES0550 Thorlabs con longitud de
onda de corte de 550 nm, con el que se eliminan los remanentes del laser de bombeo, y
un filtro pasa-bandas FB405-10 con longitud de onda central de 405 nm.

Después del espejo dicroico el haz es colectado por un objetivo de microscopio (con-
densador) Plan acromatico Olympus 40X y N.A. 0.65, el cual esta montado sobre una
base de tres ejes (MBT610D Thorlabs), de esta forma se enfoca el laser en la mues-
tra, es en ella donde se genera el segundo arménico. Parte de ese SHG se trasmite en

epi-direccion y es recolectada por el mismo objetivo con el que se enfoca.

Volviendo a la muestra la luz de segundo armoénico que se genera en direccion forward
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es recolectada por otro objetivo con las mismas caracteristicas del objetivo-condensador,
esto es para que la recoleccién de luz se lo mas eficiente posible. Se colocan un filtro
pasa-bajas FES0550 y uno pasa-bandas FB405-10 para aislar la sefial de SHG alrededor
de 405nm. Esta luz, primero es analizada con un espectrémetro (Czerny-Turner,CCS100
Thorlabs) con un sistema de acoplamiento de fibra éptica, que es retirado una vez que
se obtiene el espectro. Finalmente la luz de SHG se enfoca en una camara CCD.

Con este arreglo se realizaron las mediciones de espectrometria, polarimetria y para-

metros de Stokes para las muestras de tendén porcino y fécula.

3.5. Analisis de Imagenes

La adquisicion de imagenes se realizé con una cdmara CCD Thorlabs. Los pardametros
de adquisicion como el tiempo de adquisicién o la ganancia fueron variados, ya que estos
dependian del tipo de muestra (tendén de cerdo o fécula), de los objetivos utilizados(Plan
acromatico 10X/0.25, 20X/0.4 y 40X/0.65) y si estos eran tomados en configuracién
forward o backward.

Para el andlisis de iméagenes se utilizé el programa ImagedJ, este es programa de
dominio publico el cual fue desarrollado por Wayne Rasband en el National Institute of

Health en la universidad de Wisconsin, Estados unidos.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Mediciones con microscopio confocal

Con el microscopio confocal obtuvimos iméagenes de las muestras de tendén porcino en
configuracion forward, aqui presentamos tres secciones de una muestra que ejemplifican
diferentes estados que la estructura de las fibras de tendén pueden llegar presentar (
Figura 4-1), durante el andlisis de Fourier se observaran con més detalle los diferentes
resultados que arroja cada una de estas estructuras. Como mencionamos en la seccion
3.2, no se nos proporciono informacién sobre el estado de salud de estas muestras, por
lo que en todos nuestros andlisis nos limitamos a describir la estructura de las fibras sin

llegar a hacer un prediagnostico
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Figura 4-1: Se presentan tres secciones de una misma muestra de tendén porcino, vemos
que las caracteristicas morfoldgicas no son uniformes en ella. a) Las fibras muestran
una distribucién paralela. b) Las fibras comienzan a mostrar deterioro, la direccién de
las fibras es ligeramente distinta en cada pequena regién de la muestra. c¢) Las fibras
presentan una gran contraccion, en cada pequena region de la muestra las fibras tienen

una direccién distinta.

El método de analisis para estas imagenes fue el de la transformada de Fourier, con este
obtuvimos gréaficas de la orientacién preferencial de las fibras. Utilizamos la herramienta
directionality del programa ImagedJ, esta herramienta permite el uso de los métodos
integracion radial y método de gradiente, los cuales se explicaron en el capitulo 2.3, para
generar los histogramas, decidimos utilizar el de integracién radial ya que en el segundo el

ruido en las imagenes suele producir "arte factos” lo que induce a orientaciones erréneas.

Para el andlisis se aplico una rejilla a la imagen (ver figura 4-2) para que las regiones

analizadas fueran de la misma area.
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Figura 4-2: Imagen de segundo armoénico de muestras de tendén porcino obtenidas con
microscopio confocal. Se muestran dos areas donde se realizo el anélisis de direccionalidad

de las fibras de colageno.

Los histogramas de direccionalidad de dos secciones se muestran en las figuras 4-3 y 4-
4, junto a los histogramas se muestran los pardametros obtenidos de direccion preferencial
(Direccion), el full width at half mazimum (FWHM), y finalmente el valor del coeficiente
de correlacion refleja el ajuste de la funcién gaussiana con el histograma. Ademas se

muestran las transformadas de Fourier.
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— Histograma de direccionalidad
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Figura 4-3: Histograma de direccionalidad de la regién 1 de tend6n porcino. a) La grafica
muestra los dngulos en los que se orientan las fibras. b) La transformada de Fourier de
la region analizada nos da una linea de tendencia en la zona de mayor intensidad, la
direccion preferencial estard orientada ortogonalmente a esta linea de tendencia. ¢) Los
parametros obtenidos son la direccién preferencial de las fibras, la dispersién con respecto
a esta direccion preferencial y el ajuste de la funcion gaussiana al histograma de las fibras.
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Figura 4-4: Histograma de direccionalidad de la region 2 de tendén porcino. a) La gréfica
muestra los dngulos en los que se orientan las fibras. b) La transformada de Fourier de
la regién analizada nos da una linea de tendencia en la zona de mayor intensidad, la
direccion preferencial estard orientada ortogonalmente a esta linea de tendencia. ¢) Los
parametros obtenidos son la direccién preferencial de las fibras, la dispersion con respecto

a esta direccién preferencial y el ajuste de ladincién gaussiana al histograma de las fibras.



Podemos observar que en esta seccion de la muestra las fibras presentan una direccion
preferencial similar, alrededor de los 130°. Esto se da en cualquier regién, por lo que se
puede decir que la direccion preferencial es constante en toda la muestra.

Para contrastar veamos los resultados en una muestra que presenta dano. La figura
4-5 muestra una region que presenta deterioro. Aqui las fibras muestran una contraccion,
lo que conlleva a que estas pierdan sus propiedades estructurales. En los histogramas de

direccionalidad se ve reflejado en que no existe una direccién preferencial global.

[T R

Figura 4-5: Imagen de tendon porcino en la cual se aprecia deterioro, ya que las fibras
muestran una contraccion.

Se realiz6 el mismo tipo de andlisis que en la fibra sana. Aqui, en la figura 4-6,
podemos ver que hay regiones donde existe una direccién preferencial con una dispersion

baja, similar a la que presenta el tejido sano, sin embargo esto solo es localmente ya que
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esta direccion es diferente en cada region de la muestra.
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Figura 4-6: Histograma de direccionalidad de la regién 1 con dano de tendén porcino. a)
La grafica muestra los dngulos en los que se orientan las fibras. b) La transformada de
Fourier de la region analizada nos da una linea de tendencia en la zona de mayor intensi-
dad, la direccién preferencial estara orientada ortogonalmente a esta linea de tendencia.
c¢) Los pardmetros obtenidos son la direccion preferencial de las fibras, la dispersion con
respecto a esta direccion preferencial y el ajuste de la funciéon gaussiana al histograma
de las fibras.

Ademas de que la direcciéon preferencial no es generalizada, existen regiones donde la
dispersion es mayor o incluso dos direcciones, como la que se observa en el histograma

4-7. Esto se debe a que en estas regiones las fibras se contraen formando curvas.

Hay que aclarar que el criterio para decir que la muestra esta sana o enferma de
acuerdo a si la direccion preferencial es similar en toda muestra, solo se aplica a este
tejido por ser tendén. Para otro tipo de tejidos este criterio puede variar hasta incluso

ser contrario.
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Figura 4-7: Histograma de direccionalidad de la regién 2 con dano de tendén porcino. a)
La grafica muestra los dngulos en los que se orientan las fibras. b) La transformada de
Fourier de la regién analizada nos da una linea de tendencia en la zona de mayor intensi-
dad, la direccion preferencial estara orientada ortogonalmente a esta linea de tendencia.
c¢) Los parametros obtenidos son la direccién preferencial de las fibras, la dispersién con
respecto a esta direccion preferencial y el ajuste de la funciéon gaussiana al histograma
de las fibras.

4.2. Mediciones en arreglo auxiliar

En el arreglo auxiliar se utilizaron los objetivos de 20X, esta eleccién se debid a
que con objetivos mayores no se conseguia mayor resolucion, ademas de que se perdian
detalles de las estructuras mas grandes en los tejidos, ya que el campo de visién disminuye

con aumentos mas grandes.

De esta forma, con el arreglo experimental se realizaron las mediciones de espectro-
metria, polarimetria y pardmetros de Stokes. El primer resultado fue el espectro del SHG
del tejido porcino (Figura 4-8), en el se aprecia que el pico de emision se encuentra en 404
nm. Esta medicién es importante ya que aseguramos que la senial que estamos analizando

no se produce por otro fenémeno como puede ser el de la fluorescencia.
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Figura 4-8: Espectro de emisiéon de SHG para el tendén porcino. El pico de la senal se
da en 404 nm.

4.2.1. Polarimetria

Antes de explicar estos analisis debemos senalar que la calidad de las imagenes difiere
en cuanto a resoluciéon debido a que con el montaje auxiliar se trataba de un microscopio
de campo amplio y como explicamos en el capitulo 2.1 habra una menor resolucion y
no se pueden resolver las fibras, las cuales suelen tener un grosor de entre 3 y 5 micras.
Se utilizaron objetivos de 20X ya que estos nos daban un campo que cubria bastantes
fibras. A pesar de que teniamos objetivos de 40X, estos tampoco permitian resolver las
fibras y el campo era mucho mas pequeno. Los andlisis que se realizaran seran sobre
toda la region captada por el objetivo, considerando que esto nos da un promedio de las

propiedades de la senial de SHG que se produce en toda la muestra.

La primera de estas mediciones que consideramos que se pueden promediar es el de
polarimetria, ya que la luz del laser de excitacion ilumina por igual toda la muestra. Estas
mediciones se hicieron tanto en las muestras de tendén de cerdo como en las de fécula de
maiz. En ambos casos la placa de media onda se rotaba en pasos de 10° (ver figura 4-10).
Para cada imagen se obtuvo la integral de intensidad, estos valores muestran que la curva

caracteristica (Fig 4-11) presenta un comportamiento sinusoidal, como se sugiere por el
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Figura 4-9: Las imagenes muestran la diferencia de resolucién que se obtuvieron con a)
un microscopio confocal y con b) el arreglo auxiliar con un objetivo 20X. En el caso del
microscopio confocal se logran definir las fibras de colageno, mientras que en el montaje
auxiliar solo se observan detalles de las estructuras mas grandes.

modelo para fibras de coldgeno lineales Isyg(0) = a {(sin20 + cos?0)” + CQSin2QCOS29}

[30] donde a,b y ¢ son coeficientes numéricos relacionados con los elementos del tensor

Figura 4-10: se rota la placa de media onda (Half Wave Plate o HWP) en pasos de 10°.

En el caso de la primer seccion de muestra tenemos que la visibilidad, definida como

1 — I
max min 4-1
Ima:s + Imm ( )

donde I, es la intensidad méaxima y I,,;, la minima, es de 0.24, que aunque es baja
es similar a la de algunos articulos [28][29] que ronda entre el 0.4 y 0.3. Suponemos que

hay dos posibles causas de este resultado, primero que en la regiéon analizada existe una
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direccion preferencial global, sino que es distinta en cada region de la muestra, es decir, el
tejido muestra una estructura como el de la figura 4-5, y también que al ser una imagen de
campo amplio la luz de otros planos llega a la camara y "ensucia” la medicion. También

suponemos que el esparcimiento intrinseco del tejido afecta en cierto grado.
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Figura 4-11: La senal de segundo armonico presenta un comportamiento sinusoidal al
rotar la polarizacion del haz de excitacion.

El mismo andlisis se realiz6 en otra regién de la muestra ( ver figura 4-12). Presenta un
comportamiento similar, es decir, una respuesta sinusoidal con respecto a la polarizacion
de excitacion, en este caso la visibilidad fue de 0.10 y el FWHM de los datos con respecto
a la funcién de ajuste también es mayor, esto nos da un indicio de que la estructura de
las fibras es de forma paralela, como en la figura 4-2, de forma que esta baja visibilidad
puede revelar un deterioro del tejido.

En el caso del almidén ( figura 4-13 ) podemos observar que la curva de polarizacién
apenas presenta diferencias en la intensidad de la sefial de SHG respecto al angulo de
polarizacion, es decir, tiene una visibilidad de solo 0.03. Esto indica que no existe una
direccion preferencial en la organizacién de las moléculas de amilopectina. Sabemos que

en general la estructura de esta molécula es radial, aunque segin sea la condicion del
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Figura 4-12: La senal de SHG en otra region muestra una baja visibilidad, solo de 0.10 y
una mayor dispersion con respecto a la funcion de ajuste.

almidon (edad, hidratacién, etc) esta estructura puede alterarse. Dado que la imagen

toma la senial de un gran niimero de granos, se espera que la orientaciéon de las molécu-

las de amilopectina sea aleatoria y por tanto la curva muestre una intensidad de senal

relativamente constante.
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Figura 4-13: La curva caracteristica de fécula de maiz es

estructura de las moléculas es aleatoria.
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Las graficas muestran que la organizacion de las fibras en los distintos tejidos pro-
duce una curva de polarizacion caracteristica, al comparar estas curvas es posible inferir
cambios en la estructura de los tejidos, aunque hay que hacer énfasis que esta técnica

suele ser mas 1til en tejidos con una alta direccionalidad.

4.2.2. Parametros de Stokes

Para determinar el estado de polarizacion de la sefial de SHG se utilizaron los parame-
tros de Stokes. Para ello primero comprobamos que la polarizacion del haz de excitacion
era vertical. Primero se llevo a cabo un analisis general de toda la imagen.

Para el tendén porcino (Figura 4-14) presentamos las imagenes correspondientes a
cada una de las cuatro proyecciones para medir los parametros de Stokes. También pre-
sentamos los valores obtenidos de dichos parametros Sy, S1, So v S3 ademas del grado de
polarizacion p. Vemos que la senal de SHG presenta preferencialmente una polarizacion
vertical, similar a la del laser lo cual es lo que esperamos de un proceso coherente. Los
resultados también indican que un porcentaje importante de la senal registrada esta de-
polarizada, suponemos que esto es debido a la dispersion de la luz que produce el mismo
tejido. Sin embargo, estos valores solo nos dan informacion sobre el estado promedio de
la senal de SHG, y no sobre la estructura interna de las fibras de coldgeno.

Los parametros de Stokes (Figura 4-15) para el almidén muestran que la polarizacién
de la senal de SHG es similar a la del laser. Aqui vemos que el porcentaje de la luz
depolarizada es menor, ya que la dispersion que produce los granos de almidén es mucho
menor a la que genera el tendén. Pero de la misma forma que en el caso del tendon, no
obtenemos informacién sobre la estructura interna de las moléculas de amilopectina.

Para conseguir informacion de la estructura interna de las moléculas responsables de

la generacion de segundo armoénico debemos hacer un andlisis pixel a pixel de la imagen
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S,=0.21
S;=0.12
p=0.76

HWP: 22 ,QWP:0- HWP: 22- ,QWP:45¢-

Figura 4-14: Pardmetros de Stokes para tejido de tendén porcino. Aunque estos valores
nos dan informacién sobre la senal de SHG que se genera, no nos revela informacién sobre
la estructura interna de las fibras de coldgeno.

(Figura 4-16) de la polarizacion, es decir, calcular los pardmetros de Stokes en cada pixel
de la imagen y no de forma global. Sin embargo, dado que la resolucién del sistema no
permite distinguir las fibras, los resultados de la estructura y orientaciéon de las fibras,

que en general esta técnica permite, son ambiguos (ver figura 4-16).

Para una mejor visualizacion, hicimos una reconstruccion de los tipos de polarizacion
que se genera en el tejido ( el método empleado se describe en [34]), estas se generan sobre
la imagen y cada figura representa el tipo de polarizacién: elipses rojas para polarizacion
circular derecha, elipses azules para polarizaciéon circular izquierda y rectangulos verdes

para polarizacion lineal ( ver figura 4-17).

La figura 4-17 no muestra un patrén definido, sino que los diferentes tipos de polari-
zacion son aleatorios. De nuevo, esto posiblemente sea por el método de adquisicién de

imagenes que no permite la resolucion de las fibras individuales, ademas de que al sumar
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So=
Sl=0'91
S,=0.16

HWP: 0- ,QWP:0- HWP: 45 ,QWP:0
S3 — 0 . 0 2
p=0.84
HWP: 22 ,QWP:0- HWP: 22- ,QWP:45-

Figura 4-15: Parametros de Stokes para almidon de maiz. Debido a la baja resoluciéon no
se puede resolver la estructura interna y orientacion de las moléculas de amilopectina.

la luz de todas las fibras, esta se comporta como luz polarizada al azar en su mayor parte.



S1is0

S3is0

Figura 4-16: Analisis de Stokes pixel-pixel. Esta técnica ademas de revelar la estructura
interna y la orientacion de las fibras, permite obtener diferentes parametros como el grado
de polarizacion y la anisotropia. Esta técnica también mejora el contraste de los diferentes
elementos que forman el tejido[32]. Sin embargo con nuestro arreglo no se obtiene una
resolucién que permita distinguir la estructura interna de las fibras.
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Tipos de polarizacion del SHG
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Figura 4-17: distribucién de tipos en una muestra. Las elipses rojas representan polariza-
cion circular derecha, las elipses azules polarizacion circular izquierda y las lineas verdes
son polarizacién lineal.
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Capitulo 5

Conclusiones

= Se construy6 un arreglo experimental con el cual fue posible realizar mediciones

complementarias a un microscopio confocal.

= La versatilidad del arreglo permitio llevar a cabo distintas técnicas de caracteriza-

cién que en un microscopio comercial serian muy complicadas y costosas de realizar.

= Dado que el arreglo atin es algo rudimentario es necesario que estas mediciones sean

sobre un conjunto de fibras y no se necesite una gran resolucion.

= Aunque el sistema permitié realizar distintas caracterizaciones, es necesario mejo-
rar la resolucion del sistema, ya que las técnicas de analisis de textura, Fourier y

machine-learning son altamente dependientes de la resolucion.
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5.1.

Propuestas para trabajos futuros

Dada la experiencia que se tiene en el laboratorio en el uso de fuentes de pares de
fotones enredados, se esta buscando ampliar el estudio de muestras biolégicas me-
diante SPDC. El estudio de muestras biolégicas con ayuda de fenémenos cuanticos

es un campo poco explorado y con gran potencial.

Se estd explorando el uso de la tomografia cudntica de coherencia 6ptica (QOCT
por sus siglas en inglés) como herramienta complementaria al anélisis de muestras

bioldgicas.

Dado que el montaje experimental atin es muy rudimentario, se pretende construir
un microscopio confocal por segmentos el cual nos permita total libertad para
los diferentes tipos de anélisis [https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?

objectgroup_id=10661#ad-image-0].

Un objetivo complementario es que este microscopio permita una configuracion de
microscopio de entrelazamiento cuantico, es decir uno en el que se pueda generar

SPDC' y analizar la pareja de fotones enredadal[33].
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