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RESUMEN

Durante los ultimos 5 afios la tecnologia de obtencion de imagenes cuantitativas de fase en micro-
organismos y células ha contribuido con aplicaciones en citologia, que van desde la medicion
cuantitativas de células rojas y las modificaciones en su morfologia debido a diversas afectaciones,
como la malaria; hasta la observacion de conexiones interneuronales, entre muchas mas.

En este trabajo se presentan algunas de las razones por las que la obtencion de fase cuantitativa
es de gran importancia en microscopia y se presentan tres sistemas para la obtencion de esta
informacién basados en la configuraciéon de trayectoria comun: a) sistemas basados en el uso de
filtros de fase en el plano de Fourier, como los de contraste de fase; b) sistemas de filtrado espacial
en amplitud; y c) sistemas basados en la ecuacién de trasferencia de irradiancia. Se revisan
algunas de sus ventajas y desventajas y se presenta una alternativa que soluciona algunos de los
inconvenientes en el sistema de contraste de fase cuantitativo, tanto experimentales como de post-
procesamiento, que permiten la obtencion de mediciones de fase mas precisas.

1. INTRODUCCION

En la dltima década se ha observado el surgimiento de técnicas de microscopia conocidas como
imaginologia de fase cuantitativa (QPI, por sus siglas en inglés). QPI es una alternativa a la
microscopia que requiere tefir las muestras para facilitar su observacién al aumentar su contraste,
pero también ofrece otras ventajas: permite la obtencién de mediciones cuantitativas, facilita el
post-procesamiento de las imagenes obtenidas, permite estimar volumenes, medir masas celulares
en estado seco, etc.

El objetivo de este manuscrito es dar a conocer la técnica de QPI y sus alcances en microscopia,
asi como revisar algunas limitaciones de utilizar QPI en sistemas de trayectoria comun basados en
el uso de técnicas de interferometria convencional. Finalmente se mostrara que es posible superar
esta limitacion al usar materiales opticos no lineales como se ha reportado en Ref. [1].

2. QPI EN MICROBIOLOGIA

La observacion de objetos transparentes es un tema ampliamente investigado en microscopia.
Especialmente en el area de microbiologia donde se requiere estudiar objetos tan delgados como
células y otras muestras biolégicas. La atenuacion de luz en estos objetos es practicamente nula,
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por lo que es muy complicado visualizarlos en microscopia convencional (de campo brillante u
oscuro). Sin embargo, estos objetos cambian la fase del haz de iluminacién (perturban el frente de
onda) y, por lo tanto, es posible utilizar técnicas épticas para visualizar y cuantificar ese cambio en
la fase. La Figura la muestra la diferencia entre objetos que pueden ser observados en
microscopia convencional (objetos de amplitud, OA) y objetos de fase (OF). Mientras que la Figura
1b muestra el esquema de una célula (objeto de fase) que desfasa el frente de onda con que se
ilumina de acuerdo a sus propiedades 6épticas.

Onda En fasey Desfasada
sin afectar atenuada No atenuada Célula al ser iluminada, objeto de fase

Fig. 1. Las ondas representan la iluminacioén utilizada. a) Muestra una onda que viaja libremente y dos ondas
que atraviesan un objeto de amplitud (OA) y un objeto de fase (OF). Puede observarse que en el caso del OA
la onda fue atenuada. Para el caso de OF la onda no fue atenuada pero ha sido retardada al atravesar OF, es
decir, que estd desfasada con respecto a la onda sin alterar. b) Presenta el caso de una célula que es
iluminada por un frente de onda representado por tres ondas. Cada una de estas ondas viaja diferentes
caminos Opticos, es decir que las propiedades Opticas de la célula son diferentes en cada punto. Los
desfasamientos de cada onda pueden ser detectados y utilizados para estimar propiedades de la célula, como
masa, volumen, etc.

Una solucién directa para la observacién de objetos de fase en microscopia es la coloracion de las
muestras, que aumenta el contraste para facilitar la visualizacion. Sin embargo, este método tiene
desventajas: 1) es invasiva ya que puede alterar el comportamiento natural del objeto bajo estudio,
2) se requiere de un tiempo determinado para la preparacion de la muestra, 3) en el caso de que
se requiera colocar colorante fluorescente, la muestra tiene un tiempo de vida determinado antes
de fotoblanquearse.

La propuesta de QPI es obtener sistemas que no son invasivos, es decir, que no requieren la
aplicacién de colorantes, y que al realizar un procesamiento éptico y una serie de calculos
matematicos, es posible recuperar los desfasamientos en el frente de onda utilizado para iluminar
al objeto. Varios autores han reportado resultados de QPI en el estudio de diversos objetos
biolégicos [2—6]. La Ref. [7] ha reportado que la mediciéon cuantitativa de fase integrada de una
célula es proporcional a la masa celular en estado seco, lo que permite el estudio de crecimiento
de masa celular. Ademas de que las mediciones dindmicas de fase cuando se conoce el indice de
refraccion o el grosor (mediante la preparacion de muestras que contengan pequefios objetos
inocuos de indice de refraccion y grosores conocidos), es posible medir fluctuaciones de densidad
o de la membrana. QPI puede ser incluso combinada con otras técnicas y obtener tomografia en
3D en células vivas [7].
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3. QPI EN CONFIGURACION DE TRAYECTORIA COMUN

Esta seccién se centrard a describir las diferentes configuraciones de sistemas QPI que estan
basados en el uso del interferémetro de trayectoria comdn y que usan técnicas en interferometria
convencional para el procesamiento, tanto Optico como matematico para el calculo de la fase.
Existen principalmente tres diferentes técnicas que pueden utilizarse en trayectoria comun [7]: a) el
esquema de contraste de fase que aplica un filtrado en fase en el plano de Fourier [3,8], b) utiliza
una rejilla de difraccion y un filtro de amplitud para permitir la visualizacién de la interferencia entre
frecuencia 0 y +1, [9]; y ¢) la observacion de la intensidad del objeto en diferentes planos, por
ejemplo, al desplazar la camara a lo largo del eje z. Este Ultimo método es conocido como fase
cuantitativa utilizando la ecuacion de trasferencia de irradiancia [10,11].

a) Objeto Planade Fourier perfil del

de fase Filtrode fase Intensidad filtro de fase

b)
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Fig. 2. Sistemas de QPI en configuracion de trayectoria comun. a) Sistema que combina las técnicas de
contraste de fase con desplazamiento de fase. b) Sistema que utiliza una rejilla de difraccion vy filtraje en
amplitud para obtener un patrén de interferencia que puede ser analizado de manera convencional. ¢) Sistema
basado en la ecuacion de transferencia de irradiancia.

Para obtener fase cuantitativa cada técnica realiza un procesamiento 6éptico y/o calculo matematico
diferente. En el esquema de contraste de fase [8], se introducen n cambios a la fase del filtro y se
obtienen n imégenes que son procesadas utilizando la bien conocida técnica de desplazamiento de
franjas de interferometria convencional [12,13]. Para el caso del esquema representado en la Fig.
2b, la imagen que se obtiene es un patron de interferencia que puede ser analizado con el método
de Takeda [14], aplicando la transformada Hilbert [15,16], o mediante cualquier otro algoritmo para
el andlisis de franjas. Para el esquema de la Fig. 2c, la idea es muestrear frecuencias espaciales
del objeto a diferentes planos de observacidén. En otras palabras, capturar imagenes del objeto a
diferentes distancias [17]. Estas imagenes pueden ser analizadas utilizando algoritmos de
propagacién de ondas de tal manera que es posible obtener la fase del objeto de interés [18,19].
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Los tres métodos mencionados tienen la gran ventaja de ser robustos y estables, gracias a la
configuracién de trayectoria comun. Sin embargo, ademas de esto cada uno de ellos tiene ciertas
ventajas y desventajas que se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Ventajas y desventajas que se observan al emplear técnicas para obtener fase
cuantitativa en sistemas de trayectoria comun

Técnica de obtencién de
fase cuantitativa en

: - . Ventajas Desventajas
configuracién de trayectoria
comun
Contraste de fase + | e Sistema robusto y estable | eLos dispositivos

desplazamiento de fase

con respecto a vibraciones
externas

¢ Requiere pocas imagenes
¢ Es relativamente rapido

comerciales usan costosos
moduladores de luz

¢ El tamafio del filtro limita la
precision de las mediciones

e La alineacion no es sencilla

e El algoritmo para calcular la
fase que se emplea,
regularmente, es valido
para la interferencia de dos
haces y no para Ia
configuracion de trayectoria
coman.

e El calculo requiere de al
menos 3 imagenes

¢ Cuantificacion de fase no es
en tiempo real

¢ El area de iluminacion debe
ser al menos 10 veces
mayor al area del objeto

Filtros de amplitud + anlisis
de franjas

e Sistema robusto y estable
con respecto a vibraciones
externas

e Requiere solo una imagen

¢ Economico

e Sistema rapido

eDebido a que la baja
visibilidad de las franjas los
resultados no son precisos

¢ La alineacion no es sencilla

e Se requiere un algoritmo de
analisis de franjas robusto

Ecuacién de trasporte de
irradiancia + algoritmos de
propagacion

e Sistema robusto y estable
con respecto a vibraciones
externas

¢ Implementacion
experimental sencilla

e Es posible implementarlo
sin lentes

e Se puede adaptar
facilmente a microscopios
comerciales

e Los algoritmos de
recuperacion de fase
pueden ser
computacionalmente
costosos

e Sistema Costoso
econOmicamente. Se

requiere ya sea de una
plataforma de movimiento
muy precisa, o de un
modulador de luz.

e Sistema lento
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Al dia de hoy es posible encontrar sistemas QPI comerciales basados en el esquema de contraste
de fase + desplazamiento de fase (contraste de fase cuantitativo). La razon es que a pesar de ser
un sistema costoso, requiere pocas imagenes, es mas preciso que el segundo esquema y el post-
procesamiento es relativamente rapido, a diferencia del tercer esquema que requiere de mucho
tiempo de procesamiento. Sin embargo, el sistema de contraste de fase cuantitativo puede ser
mejorado. Algunas modificaciones que pueden contribuir a la optimizacion del sistema
experimental y a aumentar la precisiéon de las mediciones de fase se presentan en la siguiente
seccion.

4. MEJORAS A SISTEMAS DE QPI BASADOS EN EL MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE
FASE CUANTITATIVO

Recientemente se han publicado modificaciones que pueden mejorar algunas de las desventajas
del sistema basado en el microscopio de contraste de fase + desplazamiento de fase que se
mencionan en la Tabla anterior. Estas modificaciones se refieren tanto a pardmetros
experimentales (por ejemplo: al ancho del filtro de fase), como a algunas mejoras al algoritmo para
calcular la fase. Las referencias [20,21] reportan que un sistema de contraste de fase optimizado
debe cumplir con ciertos requerimientos experimentales: la relaciéon entre el ancho del filtro y el
ancho del primer I6bulo del disco de Airy en el plano de Fourier no debe ser mayor de 0.6 ni menor
de 0.4. Este problema se resuelve al emplear materiales no lineales donde el filtro de fase es auto-
inducido y auto-alineado. Los cristales liquidos pueden usarse para inducir este filtro, gracias a que
tienen ademas una propiedad que permite que el filtro no sea nunca mas grande que la distribucién
de intensidad [22]. Este efecto se debe a la transicion de Fredericz [23], predice que las moléculas
de cristal liquido solo rotaran cuando la intensidad alcance un cierto umbral. De tal manera que al
aumentar la intensidad en el plano de Fourier, las moléculas que estén ubicadas en el centro del
disco de Airy rotaran un cierto angulo y las moléculas en los bordes no rotardn. Este angulo de
rotacion provocard una modulacién en el indice de refraccion y por lo tanto sera posible obtener un
microscopio de contraste de fase [24]. Adicionalmente, los cristales liquidos que han sido dopados
con colorantes azo, pueden ser usados para controlar el indice de refraccion mediante
polarizacion. Con todo esto es posible obtener las 4 imagenes necesarias para calcular la fase del
objeto de estudio, por ejemplo: una célula.

Sin embargo, es también posible mejorar un poco mas la precision del sistema al desarrollar un
algoritmo de desfasamiento de fase para la configuracion de trayectoria comun, como se describe
en la Ref. [1,25].

Cabe mencionar que el uso de cristales liquidos dopados para controlar el indice de refraccién del
filtro de fase representa un reto importante. Como se reporta en Ref. [1], es necesario implementar
un algoritmo de desfasamiento de fase para pasos de fase arbitrarios [26].

La figura 3 muestra la comparacién entre un sistema optimizado de QPI en trayectoria comdn que
emplea algoritmos de desplazamiento de fase convencionales (de dos haces) y el mismo sistema
gue emplea el algoritmo de desplazamiento de fase desarrollado para configuracién de trayectoria
comun (un solo haz).

Para la realizacion de esta simulacién se utilizé la imagen estandar de Matlab ‘hestain’ como
informacion de objeto de fase. Se calcularon las distribuciones de intensidades (en el plano de la
camara) correspondientes a la configuracién de contraste de fase con diferentes valores de fase en
el filtro (0, n/2, =, 31/2), utilizando las ecuaciones para un sistema de contraste de fase optimizado
descritas en Ref. [21]. El ancho del filtro utilizado en las simulaciones corresponde a un sistema de
contraste de fase optimizado (ancho del filtro/ancho del primer I6bulo de la funcién de Airy = 0.5).
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Las distribuciones de intensidad calculadas se usan para calcular la fase: i) utilizando el algoritmo
de desplazamiento de fase convencional, Fig. 3a; y ii) utilizando el algoritmo propuesto en Ref. [1],
que corresponde a la configuracion de trayectoria comun, Fig. 3b. Las Fig. 3¢ y d muestran la
diferencia entre la fase original y la fase calculada en 3a y b, respectivamente. Se puede observar
que el empleo del algoritmo que corresponde al sistema experimental contribuye a mejorar la
precision en la medicion de la fase.

Fig. 3. Resultados de las simulaciones de la obtencion de fase. Todos los resultados fueron calculados
empleando distribuciones de intensidad obtenidos en contraste de fase cuantitativo. Las figuras a, b) muestran
el mapa de QPI obtenido utilizando el algoritmo de desplazamiento de fase convencional (de dos haces) y el
algoritmo de desplazamiento de fase para trayectoria comun, respectivamente. Figuras c, d) muestran el error
obtenido con cada uno de los algoritmos, respectivamente. Todos los resultados estan en radianes. Nétese
que la figura 3d que corresponde al segundo algoritmo tiene una escala que va hasta 10™2,
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5. CONCLUSIONES

QPI es una poderosa herramienta que provee preciada informacion relacionada con procesos
celulares, como crecimiento, movilidad, transporte de masa, etc. La informacién de la fase puede
ser usada en post-procesamiento digital ya que facilita la umbralizaciébn de segmentos, permita la
implementacion de contraste de fase diferencial para la observacién de relieves, entre otras cosas.
Esta es una técnica econdmica, que al dia de hoy puede ser implementada como un dispositivo
externo que se instala a microscopios convencionales Ref.[27]. Sin embargo, QPI continla
desarrollando tanto técnicas como algoritmos que permitiran la obtencion de mediciones de fase
cada vez mas precisas y rapidas (como es el caso de las mejoras propuestas en la Ref. [1]). Con el
constante desarrollo de técnicas de QPI, procesamiento Gptico y algoritmos de post-procesamiento
sera posible la visualizacion en 3D y de im&genes tomogréficas de células vivas en tiempo real.
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