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Resumen

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de cdncer generado por el crecimiento desor-
denado de un grupo de células blancas, conocidas como linfocitos, que se forman en la médula
Osea y rapidamente se difunden por el torrente sanguineo; afectando a otros érganos y finalmente
llevando a la muerte. Las pruebas de diagnéstico implementadas en la actualidad requieren andlisis
citométrico de muestras de médula 6sea o marcacién de sangre periférica para hacer conteo de
células blasticas (células cancerigenas de sangre) presentes en sangre periférica a través de micros-
copia éptica. Estas técnicas son invasivas, requieren marcaciéon y alteracion de las células. Por lo
tanto, se busca una técnica alterna implementando un microscopio de fase por difraccién (DPM),
la cual permite la medicién de las variaciones de tamafio y de indice de refraccion de las células
de una forma no invasiva, para la deteccién de células bldsticas en sangre periférica humana. FEn
una primera fase se requiere distinguir células blédsticas de otro tipo de células mononucleares como
linfocitos T y B, y monocitos. En el presente trabajo se describe la técnica interferométrica DPM,
la cual se llevé a cabo en dos pasos: un registro digital de hologramas plano-imagen usando un
interferémetro de Mach-Zehnder (MZ) compacto y, la posterior reconstruccién numérica de dicho
campo 6ptico complejo. Para la parte experimental se iluminaron las muestras con un haz léser
de Helio-Neén (HeNe) y su patrén magnificado se hizo incidir sobre el interferémetro MZ, el cual
divide el haz que porta la informacién de las muestras en estudio, en dos haces con el uso de una
rejilla de difraccion y, luego de filtrar con una microlente las frecuencias debidas al objeto en uno
de ellos, los vuelve a reunir enfocando sobre un sensor de estado sélido su patréon de interferencia
magnificado nuevamente; la posterior reconstruccién numérica de este campo éptico complejo, per-
mite calcular las variaciones de indice de refraccién y tamano de las muestras bajo estudio, a partir
de la amplitud y diferencia de fase recuperadas. De esta forma, se tienen los insumos para esta-
blecer pardmetros de diferenciaciéon poblacional morfométricos y de indice de refraccién de células
mononucleares y células blasticas. Para ello se describe el proceso de separaciéon de poblaciones
celulares mononucleares de sangre periférica por densidad, y se analizan de forma independiente
células mononucleares de dos donantes enfermos y dos donantes sanos. A partir de las diferencias
observadas entre los linfocitos, se establece un pardmetro de distincion entre un linfocito sano y
una célula blastica. Asi, se valida la técnica DPM como un pardmetro de diferenciacién, abriendo
camino a la posibilidad de validarla para el diagnéstico de LLA en el andlisis de una muestra de

sangre periférica humana.

Palabras clave: Leucemia Linfocitica Aguda, Blastos, Linfocitos, Métodos de cuantificacion de
fase, Microscopia de fase por Difraccion.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a type of cancer caused by the disordered growth of whi-
te blood cells, known as lymphocytes, which are formed in the bone marrow and rapidly diffuse
through the bloodstream; affecting other organs and eventually leading to death. Diagnostic tests
currently implemented require a cytometric analysis of bone marrow extraction or peripheral blood
marking for counting of blastic cells present in it via light microscopy. These techniques are in-
vasive, requiring labeling and alteration of cells. Therefore, an alternative technique is sought by
implementing a diffraction phase microscope (DPM), which allows the measurement of the size
and refractive index variations of the cells in a non-invasive way, looking for the detection of blast
cells in human peripheral blood. In a first phase it is necessary to distinguish blastic cells from
other mononuclear cells such as T and B lymphocytes and monocytes. In the present work it is
described the DPM interferometric technique, which was carried out in two steps: a digital record
of plane-image holograms using a compact Mach-Zehnder (MZ) interferometer and the subsequent
numerical reconstruction of that complex optical field. For the experimental part, the samples were
illuminated with a HeNe laser beam and its magnified pattern was placed onto the interferome-
ter MZ, which divides the beam that carries the information of the samples in the study in two
beams with the use of a diffraction grating. Then filtered the high frequencies, due to the object
in one of them and once again focusing them on a solid state sensor, where a interference pat-
tern magnified is generated; the subsequent numerical reconstruction of this complex optical field
allows the calculation of the variations of refractive index and size of the samples under study,
based on the amplitude and difference phases recovered. In this way, it is obtained the inputs for
the establishment of morphometric parameters of population differentiation and refractive index
of mononuclear cells and blast cells. For this purpose it is described the process of separation of
peripheral blood mononuclear cell populations by density, and it is independently analyzed mono-
nuclear cells from two diseased methods and two healthy ones. From the observed differences it is
established a parameter of distinction between a healthy lynphocyte and a blast cell. Consequently,
the DPM technique is validated as a differentiation parameter, opening the way to the possibility
of validating it for the diagnosis of ALL in the analysis of a sample of human peripheral blood.

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia, blast cells, lynphocyte, quantitative phase imaging,
Diffraction Phase Microscopy.
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Introduccion

La incidencia de diferentes tipos de cdncer ha venido en aumento en el mundo. Aunque algunos
tumores han experimentado un estancamiento en su prondéstico, otros han mostrado una mejoria
progresiva de la supervivencia [4]. Esta mejoria estd relacionada con diferentes factores entre los
que se destaca un mayor acceso a los servicios de salud, los programas de deteccion temprana y
control de factores de riesgo, un mayor conocimiento de la biologia de las neoplasias y el desarrollo
de nuevas terapias dirigidas a blancos moleculares especificos. Uno de los puntos mds importantes
para lograr mejorar el prondstico es un diagnéstico temprano y preciso de la enfermedad. En el
caso de las neoplasias hematolégicas y en particular de las leucemias agudas, la introduccién de
métodos para andlisis del inmunofenotipo de las células leucémicas como la citometria de flujo, ha
permitido una mejor clasificaciéon de estas neoplasias y el reconocimiento de nuevas caracteristicas
prondsticas como la persistencia de enfermedad minima residual que prometen mejorar la seleccién
de las estrategias de tratamiento [5]. Aun asi, el cdncer sigue siendo un problema social de gran
relevancia a nivel mundial [6].

Ademas de la citometria de flujo, en la fisica y en particular en el campo de la éptica, se han
desarrollado diversas técnicas de cuantificacién de fase, las cuales han sido aplicadas al estudio de
células y tejidos vivos [7, 8]. Asi, se han encontrado mecanismos épticos para describir cambios
del orden de nandmetros en células y determinado propiedades de las mismas como volumen y
area superficial, entre otras [9, 10, 11]. Estos desarrollos buscan facilitar el diagnéstico y brindar
nueva informacién sobre las caracteristicas de las células tumorales que puedan permitir nuevas
estrategias terapéuticas y mejorar prondstico.

Actualmente el diagnéstico de la Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), requiere la realizacién de
citometria de flujo en muestras de médula ésea y ocasionalmente en sangre periférica [12]. Este
método diagndstico es necesario para verificar el linaje de los blastos leucémicos y realizar una
seleccion apropiada del tratamiento. Sin embargo, esta técnica esta disponible en centros especiali-
zados y requiere ademads contar con personal experto para su realizacion. En ese sentido, el analisis
morfoldgico en muestras de sangre realizado por microscopia de luz convencional en extendidos de
sangre periférica por los profesionales locales en cada hospital es la primera prueba diagndstica
usualmente realizada y su sensibilidad para detectar de manera precisa poblaciones de blastos, esta
sujeta a la experiencia y el entrenamiento de la persona que conduce el anélisis.

Aunque las células bldsticas de la LLA presentan caracteristicas morfolégicas que permiten su
diferenciacién, estas pueden ser confundidas con otros tipos celulares y no ser reportadas como
malignas, generando retardos en establecer una sospecha diagndstica correcta e iniciar el direccio-
namiento a un centro especializado de atencién. Aun con la disponibilidad de analizadores hema-
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tologicos automaticos que clasifican las poblaciones celulares de acuerdo a diferentes caracteristicas,
la verificacién de los hallazgos anormales sigue siendo en la mayoria de los casos morfolégica [13, 14]

El desarrollo de métodos precisos de deteccion de células blasticas y que puedan ser realizados en
sangre periférica sin necesidad de utilizar coloraciones o anticuerpos monoclonales unidos a fluo-
rocromos, permitiria una réapida identificacién de los pacientes con LLA y su remisién oportuna a
centros especializados de tratamiento antes de que se presenten complicaciones mayores que afecten
la posibilidad de supervivencia.

Dentro de las diversas técnicas de cuantificacion de fase desarrolladas en la tltima década, es la
Microscopia de Fase por Difracciéon (DPM- por su sigla en inglés) la que permite obtener imagenes
cuantitativas de diferencia de fase sensibles a cambios micrométricos en caminos épticos durante
amplias escalas temporales, sin altas exigencias de estabilidad mecénica [15]. Los interferogramas
generados con esta técnica contienen informacién de diferencias de fase de los objetos estudiados,
codificados en el patron de irradiancia que a través de una reconstruccién digital aportan infor-
macién de su morfologia y composicién interna. Por lo tanto, se tiene una técnica no invasiva que
permite obtener informacién interna del objeto estudiado en una sola toma con alta sensibilidad y
bajo ruido mecanico. Ya que esta técnica ha sido eficazmente aplicada al estudio de ciertos tejidos
y células, es posible extender su aplicacién al estudio y caracterizacién de la LLA.

El presente proyecto busca aprovechar las propiedades del microscopio de fase por difraccién para
estudiar propiedades fisicas que permitan identificar en una muestra de sangre periférica, la pre-
sencia de células tumorales que permitan sin necesidad de utilizar coloraciones u otros métodos,
diferenciarlas de células normales de manera sensible y especifica.

Para que esto sea posible, se realiza una transferencia tecnolégica del microscopio de difraccién de
fase que desde sus inicios ha sido implementado con luz coherente [3], luz blanca [6]; en reflexién
para andlisis microtopogréfico y transmisién para analizar objetos traslucidos como células y teji-
dos vivos [16]. Aunque el DPM tiene este amplio espectro de modificaciones y aplicaciones, en esta
transferencia, se busca disenar y construir un interferémetro bésico que sea capaz de resolver las
células en estudio a bajo costo.

Por lo tanto, cabe hacer la siguiente pregunta de investigacion: ;El Microscopio de Fase por Di-
fraccion es una herramienta que permite caracterizar células sanguineas de tal forma que en una
muestra de sangre periférica sea posible diferenciar células tumorales (blastos) de otros tipos de
células mononucleares?

En este sentido se plantea el objetivo principal de esta tesis: Identificar caracteristicas propias de
la composicion de sangre periférica humana con leucemia linfocitica aguda (LLA), por medio de la
técnica de microscopia de fase por difraccion (DPM).

Para ello se implementa la técnica microscopia de fase por difracciéon (DPM) en el laboratorio del
grupo de 6ptica aplicada de la Universidad Nacional de Colombia. Se identifican blastos a par-
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tir de la caracterizacién morfométrica de la poblacién de células existentes en sangre periférica,
distinguiendo poblaciones de células mononucleares de pacientes con LLA y donantes sanos. Esto
hace posible caracterizar 6pticamente los blastos en sangre periférica humana, reportandose una
diferencia en el indice de refraccién de cada tipo de célula.

Para evidenciar el desarrollo metodoldgico, este documento de tesis esta distribuido de la siguiente
manera: En el capitulo 1 se expone el estado del arte de las técnicas de cuantificacion de fase y las
pruebas diagnésticas de leucemia linfocitica aguda. En el capitulo 2 se presenta el marco conceptual
de este proyecto, donde es describen las técnicas de cuantificacién de fase y se establecen los prin-
cipios fisicos para el diseno de un microscopio de fase por difracciéon (DPM). Dados los parametros
de diseno, en el capitulo 3 se describe el proceso experimental para implementar el DPM en el labo-
ratorio del grupo de 6ptica aplicada, cémo se preparan las muestras y se calibra el sistema éptico.
El capitulo 4 contiene los resultados del estudio de sangre periférica humana de pacientes con LLA
y donantes sanos. Posteriormente, en el capitulo 5 se plantean las conclusiones, recomendaciones
y trabajo a futuro. Finalmente, se encuentran los anexos que complementan desarrollos tedricos y
experimentales planteados en el documento y se listan las referencias que nutrieron la investigacion.



1. Estado del Arte

Para mostrar la pertinencia del estudio de sangre periférica de pacientes con leucemia linfocitica
aguda (LLA) implementando la microscopia de fase por difraccién, en este capitulo se presenta
el origen de las técnicas de cuantificacién de fase y su implementacién en el estudio de objetos
biolégicos. Ademas, se presentan los diferentes mecanismos que en la actualidad se utilizan para el
diagnostico de leucemias y las técnicas de procesamiento de imagen que se han implementado en
esta tesis para diferenciar células sanas de enfermas.

1.1. Técnicas de Cuantificacion de Fase

La microscopia dptica ha sido por mucho tiempo una herramienta ttil y altamente difundida para
la visualizacién y estudio de tejidos, células y otros objetos biolégicos. En esta técnica, se ilumina la
muestra con un campo electromagnético, con frecuencia en el visible, que al ser dispersado permite
visualizar componentes estructurales del objeto ya que genera una modificacion en la amplitud
del campo 6ptico percibido por el ojo humano, asociado a cambios de brillo y color. Esto solo
es posible si se hace una marcacién de las células, porque al ser objetos traslucidos son de bajo
contraste intrinseco. Sin embargo, el campo 6ptico que incide en el objeto es complejo, esto implica
que también se presenta una modificacién en el frente de onda, produciendo un corrimiento de fase
relativo al haz que no ha interactuado con el objeto.

La gran mayoria de los especimenes estudiados en biologia y medicina son objetos de fase, es
decir, poseen caracteristicas internas que modifican el frente de onda del campo éptico complejo
que interactua con ellos. La luz dispersada por un objeto se genera por la interaccién entre dicho
campo y el objeto inhomogéneo iluminado y como consecuencia se modifican la forma de su frente
de onda y su amplitud. Parte del campo dispersado es transmitido, y en este frente de onda que
ha sido alterado se guarda informacién de la estructura interna del objeto. Por lo tanto, estudiar y
extraer informacion de la fase del campo transmitido es una fuente muy poderosa de informacién
morfolégica y topografica de una muestra, por eso ha sido de gran interés visualizarla y cuantificarla
[17].

Para visualizar las propiedades de fase de las células no marcadas y convertir los corrimientos de
fase del campo 6ptico complejo en diferencias de amplitud, se desarrollé la microscopia dptica de
fase (OPM, por su sigla en inglés) [18]. El primero de estos microscopios lo inventé Zernike en
1930[19, 20], con él se obtienen mapas de fase de campos difractados por objetos semitransparentes
utilizando una placa de fase retardadora para generar interferencia destructiva que convierte en
diferencias de amplitud los saltos de fase; generando un contraste de intensidad para hacer visible
la estructura interna del objeto estudiado.

Aunque con este microscopio se obtenian mapas cualitativos de diferencia de fase, no era posible
cuantificarlos porque la relacién entre la irradiancia y la fase del campo no es lineal y esta acoplada.
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Solo hasta que Gabor invent6 la holografia en 1948[21], fue posible registrar un patrén de interfe-
rencia entre el campo éptico difractado por un objeto y un campo de referencia sin modificar, esto
para obtener informacién de fase y asi cuantificar los desfases inducidos por la muestra. Aplicando
las virtudes del microscopio de Zernike y la holografia de Gabor, a través de modificaciones en
el campo de referencia, es posible obtener informacion cuantitativa de diferencias de fase en cada
punto del espacio y més adn cuantificar el campo éptico complejo difractado por los objetos, de
esta forma surgen las diferentes técnicas de cuantificacion de fase[22, 23].

Las células y otros organismos biolégicos poseen complejas estructuras internas, y hasta ahora
la microscopia éptica no permite observar, describir y cuantificar todas ellas. Por lo tanto, se ha
visto en la cuantificacién de fase un recurso para estudiar objetos bioldgicos, su ventaja esta en la
posibilidad de reconstruir el campo éptico complejo por métodos no invasivos y sin marcacién de la
muestra, promoviendo la conservacién de las células y accediendo a estudios de dindamica celular sin
alterar el funcionamiento natural de los organismos. Por estas razones, se han desarrollado técnicas
de adquisiciéon de imagenes para reconstruir el campo dispersado y obtener no solo informacién de
amplitud, sino de los corrimientos de fase del campo debidos a su interaccién con las muestras [24].
Durante las dos ultimas décadas se ha prestado mucha atencién al desarrollo de métodos de cuantifi-
cacién de fase para el estudio de células y tejidos, asi como al de monitoreo éptico en la construccién
de materiales y controles de calidad[25]. Con el desarrollo de las CCD (charged-couple-devices) y
las CMOS (Complementary metal-oxide semiconductor) en 1990 como sensores de estado sélido se
abrio paso a la holografia digital y fue posible obtener mapas de fase y de amplitud a partir de ho-
logramas registrados digitalmente. Las resoluciones de megapixeles alcanzadas por estos detectores,
han permitido obtener resoluciéon nanométrica en estructuras celulares y los tiempos de adquisicién
que superan los kHz facilitan reconstrucciones en tiempo real de dindmicas celulares[26].

Asi, desde los anos 50 las diferentes técnicas de cuantificacién de fase han sido una herramienta muy
util para diferentes grupos de investigacién alrededor del mundo dedicados a estudiar dindmicas
celulares [27], crecimiento de células|28, 29], flujos de membranas celulares [30], estudio de glébulos
rojos[29], deteccién molecular[10], entre otros [31, 32].

Por lo tanto, con el principio de microscopia por contraste de fase es posible realizar medidas
de propiedades épticas de un objeto semitransparente en el plano imagen de un sistema éptico
determinado; asumiendo que en este se encuentra la misma informaciéon de amplitud y fase que
el presente en el campo dispersado en el plano de la muestra [3]. En las diferentes técnicas de
cuantificacién se mapea el corrimiento de camino éptico debido a la dispersion generada por la
muestra de estudio en cada punto de la imagen. Los mapas de fase obtenidos proveen informacién
en escala micrométrica de la estructura y la dindmica de las mismas [33].

Aunque cada una de las técnicas de cuantificacién de fase tiene caracteristicas que las hacen vir-
tuosas sobre las otras; en general, todas poseen una alta sensibilidad en la reconstruccién de fase.
Se alcanzan sensibilidad en el orden de los nanémetros en estructuras biolégicas transparentes,
equivalente a saltos de fase de 1radian y es posible hacer seguimientos de dindmica en tiempo real
por largos periodos de tiempo. Aun en ambientes con nivel de ruido muy alto es posible mantener
la precisién nanométrica de los sistemas. Ademads, son técnicas no invasivas y no destructivas en
las que no es necesario marcar las muestras con marcadores quimicos o fluorescentes para poder
observar y describir los procesos internos dentro de las células.

Gracias a todas estas virtudes de la cuantificacién de fase, se busca implementar una técnica en



6 1 Estado del Arte

especifico para estudiar las células mononucleares que estdn presentes en sangre periférica y dife-
renciar en ellas las células cancerigenas. Para reconocer la composicion de la sangre, la morfologia
de las células y en especial las caracteristicas de la leucemia se presenta un recuento de lo que es
la enfermedad. En el capitulo 2 se explicaran las diferentes técnicas de cuantificacion de fase y las
razones por las que se escogié la microscopia de fase por difraccién para el estudio de Leucemia
Linfocitica aguda.

1.2. Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

En esta seccion se describe la leucemia y se establece su clasificacién segun la morfologia y origen
de las células blédsticas. Posteriormente, se exponen las diferentes pruebas que hasta el momento
existen para diagnosticar la enfermedad, especificamente los trabajos que se han adelantado en la
implementacién de analisis de imagenes para diferenciar células sanas de enfermas.

El cdncer es un conjunto de enfermedades caracterizado por el crecimiento desordenado y no
controlado de células anormales y es el causante principal de muerte en todo el mundo, por lo
que es considerado un problema social [34]. La Leucemia es céncer en la sangre y resultado del
crecimiento desordenado de células sanguineas debido a mutaciones en los genes que regulan la
diferenciacién y proliferacién de estos procesos en la médula ésea. Aunque la leucemia se puede
presentar a cualquier edad, la incidencia més alta se encuentra en nifios entre los 3 y los 7 anos;
esto se debe a que el inicio de la enfermedad se da por mutaciones genéticas durante la etapa de
gestacion.

La mayor tasa de mortalidad se presenta en paises en via de desarrollo, y las pruebas diagndsticas
actuales se realizan en estados avanzados de la enfermedad. Para el 2017 se han reportado 5970
nuevos casos de leucemia y 1440 muertes en Estados Unidos, predominando la muerte de hombres
sobre la de mujeres [1]. Para Colombia la tasa de mortalidad estd en 1731 y con 5010 nuevos casos
diagnosticados al afio entre 2002 y 2006 segin[35].

1.2.1. Clasificacién de leucemias

Una leucemia se reconoce por la presencia de células bldsticas en la médula 6sea o en el torrente
sanguineo. Los blastos son células de sangre que no estan completamente diferenciadas en el proceso
de hematopoyesis (formacién de sangre) en la médula 6sea y salen a circular de forma inmadura y
desordenada. Esto causa una alteracion en el funcionamiento regular de la oxigenacion y defensa
del cuerpo humano. Existen diferentes tipos de leucemia, que se clasifican segun el tipo de célula
blastica y el nivel de agresividad de la enfermedad.

Segun el porcentaje de células blasticas en médula y en sangre periférica, esta puede ser aguda o
crénica. Si es aguda hay como minimo un 20 % de blastos en el torrente sanguineo, y si no hay
tratamiento oportuno conlleva a la muerte en solo algunas semanas. Por la morfologia, anormalidad
genética, origen de la célula, entre otros; se han establecido otros criterios de clasificacién.

La primera clasificacién fue realizada en 1976 por el grupo cooperativo francés-americano-britdnico
(FAB) [36], quienes usaron métodos morfométricos y cito quimicos para estudiar extendidos de
sangre periférica y de médula ésea en 200 casos de leucemias agudas. A partir de alli se definieron dos
grupos principales: Leucemia Mielo blastica Aguda (LMA) y Leucemia Linfocitica Aguda (LLA).
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Por su parte, dentro de las leucemias linfoblasticas se distinguen tres lineas L1, Lo, L3. Esta
clasificacién se debe al tipo de célula sanguinea que ha sido alterada y convertida en blasto.

Figura 1-1.: Desarrollo de las células sanguineas en la médula 6sea. Adaptado de la pdgina del
Instituto Nacional de Céncer de EEUU.[1]

En el esquema de la figura 1-1, se observa el proceso de formacién de células de la sangre, llamado
hematopoyesis. Todas las células vienen de una célula madre pluripotencial que se produce en
la médula dsea y tiene la capacidad de auto-renovarse constantemente y generar diferentes lineas
celulares por division celular. La diferenciacion inicia cuando esta célula madre produce dos tipos de
célula progenitora, la mieloide y la linfoide. Al madurar, los progenitores mieloides se extienden por
el torrente sanguineo como eritrocitos (glébulos rojos), granulocitos (un tipo de glébulos blancos)
y plaquetas. Los progenitores linfoides generan los linfocitos T, los linfocitos B y los asesinos
naturales[37].

Todas estas células cumplen una funcién especifica que garantizan el buen funcionamiento del
cuerpo humano, pero cuando hay leucemia alguna de ellas no se diferencia correctamente y sale de la
médula ésea al torrente sanguineo sin madurar. Como consecuencia las células se ven alteradas y ya
no cumplen sus funciones normales. De esta forma, si se presenta malformacién en los granulocitos,
entonces se genera la leucemia mieloide, ya sea crénica o aguda; y la abundancia de linfocitos
alterados en sangre periférica son la evidencia de leucemia linfocitica aguda, las lineas L1, Ly, L3
definidas por el FAB indican qué tipo de linfoblasto se ha generado.

1.2.2. Pruebas diagnésticas de Leucemia Linfocitica Aguda

En esta seccién se describen los protocolos utilizados para diagnosticar cualquier tipo de leucemia,
con base en lo reportado por la Sociedad Americana de Céancer (ACS, por su sigla en inglés). Todas
las pruebas se hacen sobre muestras de sangre periférica y extractos de médula 6sea. [38].

Cuando un paciente presenta sintomas de leucemia, la primera prueba de diagnéstico que se realiza
es la del conteo sanguineo completo con un diferencial (RSC); esta consiste en tomar del paciente
una muestra de sangre periférica y realizar una marcacién sobre las células, asi los linfocitos toman
un color diferente al de los glébulos rojos y permite hacer un conteo de la cantidad de glébulos
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blancos, la cantidad de hemoglobina y la porcién de linfoblastos (células malignas). Este recuento
lo hace un especialista que reconoce las células y sus diferencias.

Otra prueba de leucemia y se realiza de forma similar, es el analisis de un eztendido de sangre
periférica, en este se toma una gota de sangre y se extiende sobre una placa de vidrio para observarla
en un microscopio Optico. Si en la muestra se presentan alteraciones en la morfologia de las células
mononucleares y un porcentaje considerable de blastos sobre células mononucleares sanas, el experto
puede considerar sospecha de enfermedad.

Estas pruebas no son exclusivas para LLA, también se usan para diagnosticar otro tipo de enfer-
medades y estdan sujetas a la experiencia del observador para diferenciar y determinar el porcentaje
de poblacién de células enfermas vs la cantidad de células sanas. Aunque es un procedimiento que
no es costoso, el diagnoéstico por estos métodos es posible obtenerlo solo en instancias avanzadas
de la enfermedad, requiere marcacién de las células y no es certero con el diagndstico.

En una segunda instancia, se realiza una aspiraciéon y biopsia de médula ésea y parte del hueso.
Una muestra de ésta es analizada por observacién en el microscopio y un especialista determina el
porcentaje de células blasticas presentes en médula. Este andlisis no es suficiente para diagnosticar,
asi que son necesarios otros andlisis méas especificos. En el andlisis cito quimico, se marca la muestra
de médula y se observa como cada tipo de célula sanguinea reacciona de forma diferente al quimico
expuesto, esto permite diferenciarlas e identificar los blastos. Con esta prueba es posible determinar
la linea de leucemia que tenga el paciente porque cada tipo de linfocito reacciona diferente a los
marcadores.

Para diagnosticar la LLA, existe ademés la citometria de flujo, un procedimiento que clasifica las
células mononucleares segin las proteinas que las distinguen. Para ello las células se marcan con
anticuerpos y se hacen fluir en un circuito que permite iluminar una a una cada célula con un
haz monocromaético. Segin su linea proteica, cada célula emite en una frecuencia diferente y el
sistema cuenta y clasifica toda la poblacién analizada segun el tipo de célula asociada a ciertas
frecuencias. El resultado arroja el porcentaje de linfocitos y linfoblastos presentes en médula y
sangre periférica y determina el tipo de leucemia que tiene el paciente [8]. Un método similar,
con la misma extraccién de médula, es un andlisis de inmunofenotipicacion para identificar células
segun su base de antigenos, comparando células sanas y cancerosas del mismo sistema inmunitario
[7]. Esta clase de pruebas son invasivas, costosas, requieren marcaciones y se realizan tinicamente
en centros especializados, generalmente en etapas ya avanzadas de la enfermedad.

Figura 1-2.: A la izquierda un linfocito y a la derecha un linfoblasto observados con un microscopio
éptico y marcados para su visualizacién. Tomado de [2]
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Cualquiera que sea el método implementado, la base del diagndstico se centra en diferenciar una
célula mononuclear sana de una enferma utilizando criterios morfolégicos o de porcentaje de po-
blacién en sangre periférica y/o médula 6sea. En la figura 1-2 se muestran un linfocito sano y
un linfoblasto; este es solo un ejemplo de cémo, utilizando un microscopio 6ptico se evidencia la
diferencia morfolégica entre un linfocito y un linfoblasto. Como se mencioné anteriormente, las
pruebas de conteo en sangre periférica son de caracter subjetivo ya que el conteo se hace por un
observador especializado y aunque son asequibles por su costo, solo generan sospecha de leucemia y
nos son elementos contundentes de diagndstico. Por ese motivo se han venido desarrollando pruebas
cuantitativas que diferencien los tipos de leucemia segiin su morfologia como lo establecieron FAB.

Pruebas por procesamiento de imagen

Dado el grado de subjetividad en el reconocimiento y diferenciacién de células a través de los
métodos ya descritos, los cuales dependen de la experticia del observador; se ha hecho necesaria
la implementacién de nuevas técnicas de diagndstico que cuantifican la informacién brindada por
las imédgenes obtenidas con el microscopio éptico. A través de procesos automatizados y machine
learning se estudian extendidos de sangre que han sido marcados para que automaticamente se
identifiquen células bléasticas y se diferencien de las células mononucleares sanas. El objetivo es
brindar herramientas que faciliten el diagndstico temprano y completo de la enfermedad.

Scotti et al. [39, 40|, por ejemplo, desarrollaron un método de clasificacién de linfoblastos auto-
matizado utilizando imdagenes de sangre periférica en escala de grises, como las tomadas por un
microscopio 6ptico. A través del andlisis de intensidades, diferenciaron células sanas de no sanas
por area de la membrana, drea del nucleo y niveles de gris; con ello concluyeron que el parametro
diferenciador es el tamano del nucleo. Aislaron 150 linfocitos marcados de 8400 células de sangre
implementando algoritmos de segmentaciéon. Aunque es una técnica de diferenciacién sigue siendo
cualitativa y requiere marcacién de las células.

Markiewicz et al. [41], por su parte implementa un sistema autémata para reconocer blastos mie-
loides en imagenes de aspirados de médula ésea. Se clasificaron 17 tipos de células por su textura
y geometria a través de un sistema de reconocimiento vectorial, denominado en inglés ”Support
Vector Machine”. El algoritmo busca disminuir los parametros de diferenciacién entre vectores de
entrada y optimiza la diferencia entre ellos. Este reconocimiento automético resulté comparable
con la identificacion manual.

Hazwani et al. [42] proponen una técnica de procesamiento de imagen para conteo automatico de
células blasticas en iméagenes de leucemia. El método aplica el “Hue Saturation and Value”, un
proceso de segmentacién de glébulos blancos basados en la saturaciéon y el color de las células
en contraste con el fondo. Se estudiaron 50 imédgenes de pacientes con LLA, tomadas con un
microscopio 6ptico y se segmentaron por dos pardmetros de diferenciacién: El tamano y la forma
del nicleo de las células y la presencia de nucleolos en el nicleo; ya que las células blasticas de LLA
son uniformes con escaso citoplasma y un sélo nicleo. El método resulté confiable y concuerda en
un 97,8 % con el conteo manual. Aunque son técnicas comparables con las manuales y aumentan
la confiabilidad en el diagnoéstico carecen de cuantificacién y siguen limitandose a la morfologia de
las células.

En 2013, Mohapatra et al. [2] realizaron un estudio mas amplio de sangre periférica de pacientes con
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leucemia linfocitica aguda. Analizaron 150 sub imagenes de células enfermas y 120 sub imédgenes
de células sanas de pacientes entre los 3 y los 45 anos. Establecieron parametros de diferenciacién
entre el area del nucleo, el area del citoplasma, la razon-citoplasma ntcleo y el tamano de la célula.
Por significancia estadistica son discriminadores suficientes entre linfocitos malignos y sanos. Los
detalles del método y los valores reportados por ellos serdn expuestos en el capitulo de resultados
de esta tesis, serviran como parametro comparativo de la técnica aqui implementada.

En la presente tesis, se busca establecer parametros de diferenciacién entre células mononucleares
de donantes sanos y células bldsticas de pacientes con LLA, implementando una técnica de cuanti-
ficacién de fase. Como aporte a los presentes protocolos de diagnéstico y métodos de diferenciacién
se reportan valores de diferencia de fase, tamano y mapas de indice de refracciéon de cada tipo de
célula. Dentro de las ventajas que tienen las técnicas de cuantificacién de fase sobre los andlisis
hechos en imagenes de microscopio Optico esta la descripciéon morfolégica en alta resolucion que
brinda el sistema sin necesidad de implementar una alta magnificacién, la no marcacién de las
muestras y el establecimiento de pardmetros cuantitativos de diferenciacién, sobre los cualitativos.



2. Cuantificacion de Fase

La cuantificacion de fase es una aproximacion al estudio de objetos biolégicos y su extendida
aplicacién para la caracterizacién de tejidos, células y diagnéstico de enfermedades ha aumentado
en los dltimos anos. Esto se debe a que facilita su estudio ya que no necesita marcacién de objetos,
no es invasiva y alcanza en algunos casos resolucién de fase en el orden de los nanémetros. En
este capitulo se hace una descripcion de los diferentes métodos de cuantificacién de fase que se
han desarrollado, sus ventajas y las técnicas especificas que diferentes grupos de investigacién al
rededor del mundo han implementado. Posteriormente se hard una descripcion de la técnica de
microscopia de fase por difraccion (DPM, por su sigla en inglés) y se daran los pardmetros 6pticos
para su implementacién, ya que serd la técnica utilizada en esta tesis para la caracterizaciéon de
sangre periférica humana.

2.1. Técnicas de Cuantificacion de fase

Cuando la luz interactia con un objeto inhomogéneo uno de los fenémenos presentados es el de dis-
persion. Vista desde su naturaleza ondulatoria, la luz se describe como un campo electromagnético
donde la dispersién representa una modificacion en su frente de onda y en su amplitud; llevando en
ella informacion de la estructura interna del objeto que la ha alterado. Para obtener la amplitud
de este campo 6ptico complejo dispersado, en la microscopia éptica convencional se registra su
intensidad; pero para medir las diferencias de fase generadas por el objeto que se desea estudiar, se
han desarrollado técnicas de cuantificacion basadas en los principios de interferencia y difraccion.
En cualquiera de las técnicas, para generar interferencia se registra la superposicién del campo
electromagnético dispersado por el objeto y un campo de referencia no dispersado. Al modificar
el patrén del campo electromagnético de referencia es posible cuantificar las diferencias de fase
en cada punto del espacio. Por lo tanto, todas las técnicas desarrolladas utilizan el campo 6ptico
complejo completo y modifican la referencia segin sea el caso, para obtener mapas de amplitud y
mapas de diferencia de fase asociadas a la estructura interna del objeto [26, 43].

El campo dispersado por el objeto que se propaga en una sola direccién Up y el de referencia Ug,
se expresan en su forma compleja de la siguiente manera:

Uo(,y) = [Uo(x,y)|e”Peritov) (2-1)
UR(.’L’, y) = ’UR(x7 y)’e_i(bref(%y) ) (2_2>

donde |Uo(x,y)| y |Ug(z,y)| representan la amplitud de cada campo, ¢op;(z,y) la fase de la onda
dispersada y ¢,cf(z,y) la fase de la onda de referencia.

Para obtener informaciéon de amplitud y de diferencia de fase, y asi extraer informacién del objeto
que se esté estudiando, de la interferencia entre la onda objeto y la de referencia se registra el
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patron de intensidad. Los detalles para llegar a una expresién como la de 2-3 se encuentran en
2,2,2.

En consecuencia, en su forma més general, la modulacion temporal y espacial del campo complejo
registrado por un sensor es:

I(z,y;7) = lo(x,y) + Ir(2,y) + 2[Ti2(z,y; 7)| cos [Bx + wT — ¢o(z,y)] - (2-3)

Aqui Ip e Ir son las intensidades debidas al haz objeto y el haz de referencia, respectivamente.
Ii2(x,y; 7) es la correlacion entre los dos haces. 3 es el corrimiento de la frecuencia espacial y w es
la frecuencia temporal. 7 es la diferencia temporal y ¢o(z,y) representa el aporte de fase debido al
objeto, la cantidad que se desea cuantificar. Existen técnicas interferométricas que se implementan
para desacoplar la fase del campo difractado, dando lugar a los métodos de cuantificacién de fase
que seran resumidos brevemente a continuacién.

2.1.1. Interferometria fuera de eje

En interferometria fuera de eje (off-axis interferometry) la diferencia temporal entre los campos
es minimizada, por lo tanto, 7 ~ 0. Ademsds, el dngulo que forman los haces al incidir en el plano
sensor es diferente de cero, lo que genera un corrimiento espacial de fase 5 que determina el periodo
de las franjas que se forman en el patrén de interferencia. Entonces,

I(z,y;0) = Io(2,y) + Iref(x,y) + 2|T12(, y;0)| cos [Bz + drey — ¢o(z,y)] (2-4)

En esta linea de interferémetros se encuentran el de Goodman y Lawrence quienes en 1967 fueron
pioneros en la holografia digital reconstruyendo numéricamente un interferograma obtenido digi-
talmente [44]. En 1982, Takeda propone un método por transformadas de Fourier para reconstruir
la topografia de una muestra [45]. Mds adelante, con el desarrollo de las CCDs se mejoré la calidad
de las imédgenes y nuevas técnicas se desarrollaron como: La microscopia hologrdfica digital (DHM)
[46], que requiere deconvolucién por propagacién de Fresnel para obtener el campo complejo en el
plano imagen, y La Microscopia de Fase de Hilbert (HPM) [9]; en 2005 propone ubicar el sensor en
el plano imagen para evitar esta propagacién y disminuir el ruido en la reconstrucciéon de fase de
muestras biolégicas, midiendo la intensidad para reconstruir la fase en una sola toma (single-shot).
Para obtener mapas de diferencia de fase en estas técnicas, se realiza una reconstruccién numeérica
del campo 6ptico complejo aplicando la teoria de la difraccion al interferograma registrado, general-
mente son interferémetros de Michelson o Mach-Zehnder e implementan trasformacion de Hilbert
[47] para reconstruir cuantitativamente la informacién de fase.

2.1.2. Métodos por corrimiento de fase

En esta técnica 8 = 0, es decir que no hay angulo entre los haces y la fase del haz de referencia
debe modularse varias veces para obtener imagenes cuantitativas de fase. Para generar corrimientos
de fase de 0,7/2,37/2,7 en ¢,y = Tw, se generan retardos de 7 o cambios en la frecuencia w. El
patrén de interferencia queda definido como:

Iz, y;7) = lo(x,y) + Lrep (2, y) + 2 |[Tra(, y; 7)[ €08 [fref (T) — do(2,9)] (2-5)
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donde,
po(x,y) = arg [I(x,y;0) — I(z,y;7), (2, y;37/2) — (2, y;7/2)]. (2-6)

Un ejemplo de este tipo de interferémetros es el Interferémetro de Difraccion Puntual (PDI),
que bajo una configuracién en linea es posible reconstruir el campo éptico complejo de objetos
semitrasparentes y cuantificar sus diferencias de fase, esta técnica se implementé recientemente en
el Grupo de Optica Aplicad de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogotd [48]

2.1.3. Meétodos de camino comun

La interferometria de camino comun genera una alta estabilidad temporal, lo que permite medir
diferencias de fase con bajos niveles de ruido. Esto se debe a que los campos del objeto y la
referencia tienen caminos muy proximos dentro del sistema éptico; es decir, pasan por las mismas
componentes épticas, generando interferogramas altamente estables.

La Microscopia de Fase de Fourier (FPM, por su sigla en inglés) es una técnica de camino comin
desarrollada en el 2004 caracterizada por una alta estabilidad temporal y ha sido usada para medir
fluctuaciones de membrana y crecimiento celular a escala nanométrica [49]. La FPM usa una fuente
cuasi-monocromatica y un modulador espacial de luz para aplicar corrimientos controlados de fase
al haz de referencia. Una lente de Fourier es la responsable de dividir los haces de referencia y de
objeto para posteriormente hacerlos coincidir en el plano del sensor. La diferencia de fase se obtiene
al combinar cuatro interferogramas como en la ecuacién (2-5) [26].

El Microscopio de Difraccion de Fase (DPM) que serd utilizado para el estudio de blastos en ex-
tendidos de sangre con Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) es considerado como un método de
cuantificacién de fase por camino comun, por los grupos de investigacion que lo han implemen-
tado [50, 51]. Esta combina los principios de interferencia y difraccién en un médulo compacto y
altamente estable que puede llegar a resolver objetos en escala nanométrica. Esta técnica se ha
aplicado para obtener informacién del campo éptico complejo en 2D de tejidos bioldgicos y su
configuracién la hace apropiada para el estudio de células [52, 53]. También se ha hecho monitoreo
temporal de dindmica celular [54] y reconstruccién tomografica [55, 56]. Los detalles de esta técnica
se describiran en 2.2.

2.1.4. Métodos de luz blanca

Las técnicas de corrimiento de fase presentan speckle, ya que son sistemas iluminados con luz
coherente, esto hace que las imagenes no tengan una alta calidad. Por lo tanto, en el 2012, Bhaduri
desarroll6 un microscopio de difraccién de fase con luz blanca [15]. E1l W-DPM mejora la estabilidad
temporal y espacial de forma significativa, para estudiar morfologia y dindmica de células. Se usa
un modulador espacial de fase para asegurar la coherencia espacial del haz de referencia en el plano
del sensor, es decir, donde se genera el patrén de interferencia. Una versién del FPM también fue
desarrollada con luz blanca [57]. Este método tiene el mismo esquema que el de un interferémetro
fuera de eje con la particularidad de implemetar luz parcialmente coherente. Aun cuando tiene gran
aplicabilidad en el estudio de tejidos y ha sido implementado para el diagnéstico de enfermedades[50)
sus detalles tedricos no son relevantes para los objetivos de esta tesis.
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2.2. Microscopia de fase por difraccion

La Microscopia de fase por difraccion (DPM-por su sigla en inglés) es una técnica de cuantificacién
fuera de eje, desarrollada en el 2006 por Gabriel Popescu [27]. Se fundamenta en el mismo principio
del interferometro de Mach-Zehnder y por considerarse de camino comun disminuye el ruido causado
por vibraciones mecanicas y fluctuaciones del aire. Ademas, el registro del interferograma se realiza
en una sola toma (single-shot) simplificando el tiempo de adquisicién, el cual estd limitado por la
velocidad de la cdmara [58].

Por estas razones, el DPM combina todos los atributos de las diferentes técnicas actuales de cuanti-
ficacién, haciéndolo til para monitorear en escala nanométrica la dindmica de muestras bioldgicas
en diferentes ambientes; las muestras no necesitan preparacién previa ni marcaciones para ser ob-
servadas y el procedimiento es no invasivo [59].

A continuacién, se presentan los principios fisicos del DPM basados en el trabajo de Bhaduri y
Popescu[3] , las consideraciones que deben hacerse sobre su disefio éptico y el procedimiento para
reconstruir el campo éptico complejo y de alli obtener caracteristicas morfolégicas e informacién
interna de muestras bioldgicas, en este caso de células mononucleares de sangre periférica.

2.2.1. Esquema de Funcionamiento de un DPM

El microscopio de fase por difraccion utiliza la imagen de un objeto formada por un microscopio
optico comercial, al iluminarlo con un haz coherente. Desde el plano imagen del microscopio, se
adapta el médulo del interferometro, el cual estd compuesto principalmente por una rejilla de
difraccién (R), un sistema de lentes 4f y un filtro espacial (FE). La distribucién de los mismos se
observa en la figura 2-1.

Figura 2-1.: (a) Esquema del sistema éptico de un Microscopio de Fase por Difraccién (DPM).
Compuesto por una rejilla de difraccion a la salida de un microscopio éptico y un
sistema 4f. (b) Pinhole utilizado para realizar un filtrado de Fourier de primer orden
de difraccién. Imagen adaptada de[3].

Para generar el interferograma y la posterior reconstruccién del campo 6ptico complejo dispersado
por un objeto, se utiliza el campo electromagnético que forma la imagen del objeto magnificada
en el plano imagen del microscopio. En este plano se ubica el médulo del DPM que inicia con una
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rejilla de difraccién (R), la cual recibe la informacién y la difracta en diferentes dngulos y con
diferente intensidad, pero guardando en el frente de onda la misma informacién del objeto.

El objetivo es tomar dos de esos érdenes para hacerlos interferir, para ello se deben eliminar los
otros que no van a ser utiles, filtrandolos en el espacio de frecuencias. Esto se hace tomando una
lente que se ubica a una distancia focal (f1) del plano de la rejilla. Asi, se tiene el espectro de
Fourier de todo el patrén difractado en el plano F'E, donde es ubicado un filtro espacial. Este filtro
tiene dos propdsitos: El primero es anular todos los érdenes excepto el +1 y el 0;y el segundo, hacer
pasar el orden +1 por un filtro pasa bajos, eliminando las frecuencias altas y dejando tinicamente
el DC. Asfi se pierde toda la informacién de los detalles del objeto y se genera un haz limpio.

Por lo tanto, al ubicar la segunda lente a su distancia focal (f2) se forma un sistema 4f y en el
plano de la CCD se genera un patrén de interferencia entre un campo 6ptico complejo sin desviar,
que proviene del orden 0 y trae toda la informacién de la muestra; y una onda plana generada
por el orden +1, que ha sido desviada un dangulo 5. Este angulo de incidencia depende del periodo
de la rejilla. Posteriormente se reconstruye digitalmente el patréon de interferencia para obtener la
informacién de fase de los objetos a estudiar.

Para obtener un patrén de interferencia adecuado; es decir, que pueda ser censado por la cadmara
para su reconstruccion, existe una relacién entre el periodo de la rejilla (A) y el sistema de lentes
4f que generan una segunda magnificaciéon en el campo Optico. Estos vienen determinados por
la apertura numérica del microscopio, la distancia focal de las lentes y el tamafnio de pixel de la
CCD. Para definir la relacién entre estos parametros es necesario hacer una descripcion del diseno
optico del interferémetro y un anélisis de la éptica de Fourier del sistema. Al final de este capitulo,
se presentard una sintesis de la relacion entre los pardmetros para los componentes Opticos que
determina la resolucién apropiada para el estudio de células mononucleares.

2.2.2. Principio Fisico

El campo 6ptico que incide en la rejilla es el que ha sido dispersado por el objeto en estudio; por lo
tanto, trae informacién de la muestra y del haz incidente. Asi, al plano de la rejilla llega un campo
complejo U(x,y) que al difractarse generara multiples copias de la imagen a diferentes angulos. La
ecuacién (2-7) define el campo difractado Ugp(z,y), considerando tinicamente el orden 0 (Up(z,y))
y el orden +1 (Uyi(x,y)) de difraccién. Los otros érdenes no se tomardn en cuenta porque seran
filtrados por el sistema y no aportan a la interferencia. Aqui 5 = 7/A y es el dngulo entre el orden
0 y el orden +1 de difraccion. A es el periodo de la rejilla y define en parte la resolucién del sistema.
Por lo tanto,

UGP(xv y) = UO ($7 y) + U+1 (LU, y)elﬁm (2_7)

El propésito de la segunda lente (con una distancia focal f1) es generar una trasformada de Fourier
en el plano focal del campo representado en la ecuacién (2-7). En este lugar se ubica un filtro que
se caracteriza por ser una superficie opaca que bloquea todos los érdenes de difraccién excepto el
0 y el +1. Las frecuencias altas del orden +1 se eliminan implementando un filtro pasa bajo, de
tal forma que solo quede informacién del haz (DC) y no del objeto. Por su parte el orden 0 pasa
sin ninguna modificacién por un agujero ubicado a una distancia Ax de la micro lente; este lleva
la informacién del campo 6ptico complejo del objeto a estudiar.
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De esta forma, en la ecuacién (2-8) se encuentra la transformada de Fourier del campo complejo
(Up-), justo antes de pasar por el filtro:

Ur— ks, ky) = Uo(ku, ky) + U1 (ke — B, Ky). (2-8)

Como al realizar la transformada al espacio de frecuencias existe un re-escalamiento, en la ecuacién
(2-8) k; y Ky son las nuevas coordenadas que dependen de la longitud de onda (\) con la que se
ilumina el sistema y de la distancia focal de esta primera lente (f1). En la ecuacién (2-9) se define
esta relacién. 3 representa el desplazamiento del orden +1 debido al desfase por difraccién; es decir,
es la distancia que hay entre los dos érdenes en el espacio de las frecuencias.

ky =211 /(N f1) = axi, ky = 21y1 /(A f1) = aur. (2-9)

Filtrar el campo significa multiplicar (x) la funcién Up_ por una funcién §(az; — B, ay;) centrada
en el primer orden de difraccién, la cual elimina todas las frecuencias altas y deja la DC; tal que al
plano de registro llegue con amplitud y fase constante. La representacion queda entonces:

Up (ax1, ayr) = Uglaxr, ayr) + Ur(axy — B, ayy) * 8(azxy — B, ayr).

Aplicando las propiedades de la funcién ¢, UF+ resulta ser la superposicién de una senal no filtrada
con informacién de la imagen Uy en el orden cero de difracciéon y un término que representa el DC
(Uy) desplazado una distancia j en el espacio de las frecuencias:

UF+(ax1, ayy) = Uo(aacl, ayr) + 01(0, 0)d(ax1 — B, ay1). (2-10)

Posteriormente, la segunda lente del sistema 4f realiza una segunda transformada de Fourier del
campo filtrado (2-10) y su imagen se encuentra en el plano focal donde se ubica el sensor éptico.
La ecuacién (2-11) es entonces la expresién para el campo 6ptico de la imagen final en coordenadas
cartesianas y en términos de la magnificacién del sistema 4f.

FTA{Upy(azy,0n1)} = FTAUo(axy, o) + U1(0,0)8(axy — B, ay1)}

= (Up(&/n/a)) + 10,07, (2-11)

donde las coordenadas de la nueva transformada son:
& =2nx/Nfa,n =21y /A fo.

Tomando en cuenta la magnificacion del sistema, se realiza un cambio de variable y el campo éptico
complejo en el plano sensor resulta ser:

1 .
Ucr(w,y) = ~ |Uo(—a/May, —y/May) + Us(0,0)e"7/Mss (2-12)
donde,
Map=—fo/ fr (2-13)
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Escribiendo en forma de fasores el campo en el plano de la CCD se tiene que:

Uo(,y) = Ag(x,y)e' ") Ui(z,y) = Ai(z,y)e'#10) (2-14)

Lo que permite re escribir la ecuacién (2-12) de la siguiente forma:

wmuw%=@ﬂAwﬂWMufWMQmwMﬂﬂ%fwmﬂ+Auumém”wa%@®> (2-15)

Si se hace un nuevo cambio de variable para simplificar la expresién, tal que:
— /My — @', —y/May =y, Ao/la| = Ay, A /|a] = A (2-16)

Entonces, el campo registrado por la cdmara se genera por la interferencia de dos haces; uno que
viene filtrado como DC y otro que trae informacién del objeto. Ambos estan magnificados por el
sistema 4f e invertidos debido a la doble transformada de Fourier. La ecuacién (2-18) muestra el
campo que incide en la CCD.

Ucp(x,y) = Agla,y )% V) 4 4687 i1, (2-17)

Como los sensores registran intensidades, la ecuacién (2-17) define el patrén de irradiancia que
tiene la misma forma que el de la ecuacién (2-4). Aplicamos la definicién de irradiancia como el
moédulo cuadrado del campo éptico complejo, en este caso por la linealidad se aplica a las amplitudes
complejas del campo:

ICP(xlvy/) = Uép([ﬁ,y)U/ékp(I,y)

Aplicando las propiedades para exponenciales complejas, se tiene:

Icp(a'y) = [Ag(@'y) P + 141 (' y )I® + 24| Ag (2, y )] cos(Bz + Ag). (2-18)

Los dos primeros términos de la ecuacién (2-18), representan la irradiancia de cada uno de los
ordenes de difraccién, en el argumento del coseno se encuentra la informacion de diferencia de fase
entre el haz referencia y el haz objeto. Aplicando la teoria escalar de la difraccién es posible aplicar
métodos digitales para reconstruir el campo éptico complejo y obtener informacién del mapa de
diferencia de fase de cada objeto de estudio y también obtener un mapa de amplitud[47, 60, 6]. Los
detalles de esta reconstruccion se explican al final del capitulo 2, donde a partir de 2-18 se hace
una reconstruccién digital del campo éptico complejo.

2.2.3. Parametros de Diseno

Como componentes fundamentales del interferémetro se encuentran (a) la rejilla de difraccién que
determina el dngulo S con el cual los érdenes de difraccion se separan,(b) el sistema 4f ademads
que ademds de magnificar el campo éptico complejo que sale del microscopio, permite manipular
los 6rdenes de difraccién para generar interferencia; y (c¢) la magnificacién dada por el microscopio
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invertido. Los pardmetros establecidos para estas magnitudes definen la resolucién del sistema
optico.

A continuacién, se establecen las relaciones entre cada uno de estos parametros para definir las
condiciones minimas para la formacién de una imagen apropiada y el sistema pueda resolver células
cuyo tamano se encuentre en el orden de los micrémetros.

Resoluciéon del microscopio

La primera limitante en la resolucion estd dada por el microscopio y su sistema de iluminacién.
Un microscopio estd compuesto principalmente por: (a) una fuente de iluminacién, que puede ser
puntual o no, y coherente o incoherente (b) Una lente condensadora que se encarga de generar la
imagen de la fuente en el plano objeto, donde se ubica la muestra para iluminarla y (c¢) un objetivo
de microscopio con una magnificaciéon (M) y una apertura numérica (N Ag;) determinada.

Si la fuente no es puntual o es incoherente, el campo 6ptico proveniente de la fuente de iluminacion
es difractado por superposicién de ondas en el plano objeto; este fendémeno limita la resolucién
y puede cuantificarse con el valor de la apertura numérica de la lente condensadora (N Acop)[61].
Por su parte, la magnificacién dada por el objetivo microscopio (M) también da un limite de
resolucién definido por la apertura numérica del mismo (N Ay;). Por lo tanto, la resolucién de
Abbe para un microscopio con una alta apertura numérica y una fuente incoherente es [62]:

Ao A
abbe - (NAOb] + NAcon)’

(2-19)

en esta ecuacion se desprecia el término de la apertura numérica de la lente condensadora si se
asume una iluminacion altamente coherente. Por lo tanto, la expresion para la resolucién queda:

A

dabbe =
Por definicién, la apertura numérica es: NAy; = nsen(f) donde n es el indice de refraccion de
la lente y 0 es el dngulo de iluminacién. En el caso particular de una apertura circular, el patrén
de difraccién se describe por un anillo de Airy cuyo radio estd definido por Ap = 0,61\/N A, que
representa la distancia desde el maximo de intensidad a su primer minimo en la funciéon de Bessel
que lo describe.
Aplicando el criterio de Rayleigh[63], el cual afirma que dos imagenes (puntos de una fuente) se
pueden resolver cuando el méaximo central de una fuente coincide con el primer minimo de la otra,
el radio de difraccién para determinar la resolucién del microscopio es:

1,22

definido como el doble del limite de resolucién dado por Abbe. Por lo tanto, la resoluciéon es mayor
cuanto mayor sea la apertura numérica del objetivo de microscopio a cierta longitud de onda. Como
consecuencia, a mayor magnificacion el campo de visién se reduce.
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Rejilla de difraccién

En el plano imagen del microscopio, donde el campo ya ha sido magnificado y contiene la infor-
macién de la muestra a estudiar, se ubica una rejilla de difraccién caracterizada por su periodo A.
Existen diferentes tipos de rejilla y aunque en la literatura se menciona una blazzed gratting, la cual
difracta con mayor intensidad el orden +1 y —1 que el orden cero[3]; se desarrolla el anélisis con
una rejilla de difraccién sin dngulo de inclinacién ya que esta sera la implementada en el sistema
optico de la presente tesis.

Una rejilla genera una variacién de amplitud y/o de fase periédica a una onda incidente. Aqui se
considera una rejilla de fase con el propédsito de replicar el campo 6ptico transmitido por el objeto en
los diferentes angulos de difraccion de la rejilla, manteniendo su amplitud. Cada par de lineas de la
rejilla es un elemento difractor que se comporta como una fuente secundaria de la onda que la esta
atravesando; debido a la repeticiéon periédica de estas lineas se presenta interferencia de multiples
haces difractados. El sensor registra un patréon de interferencia modulado por la difraccién de cada
fuente, la relacién matematica que describe la intensidad para una rejilla de N aperturas es

w10~ [Fora] [

(2-22)

El primer término determina la interferencia del patrén registrado y el segundo la modulacion dada
por la difraccién. Asi, el primer maximo de interferencia se encuentra cuando el argumento de la
funcién sinusoidal es cero o multiplo entero de 7, entonces

Nkd
bl (2-23)
2
siendo p la distancia entre dos maximos de intensidad, tal que

nA

=5 (2-24)

b

Si la relacién entre n/N es entera, se define m entero como un orden de difraccién. Se encuentra,

p="r (2-25)

Por otra parte, p también determina la distancia entre maximos de interferencia obtenida por la
diferencia de camino 6ptico entre dos haces que atraviesan la rejilla. Para calcular esta distancia,
en la figura 2-2 se observan dos puntos A y B como fuentes puntuales, tal que la luz incide con un
angulo 6y y se difracta con un dngulo 6. La diferencia de camino éptico entre los haces incidentes
es LA = Asen(f)p), mientras que la diferencia entre camino 6ptico entre los haces difractados queda
BK = Asen(6), donde A es el periodo de la rejilla.
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Figura 2-2.: Difraccion de la luz por una rejilla de fase

Como consecuencia, la diferencia de camino éptico entre dos haces de luz que salen de la rejilla que
llegan a un mismo punto lejano es:

BK — LA = A(sen(#) —sen(6p)) = Ap. (2-26)
Relacionando lo obtenido en (2-25) con (2-26):

A
=m—, 2-27
p=my (2-27)
Ahora, esta diferencia de camino éptico estd incluida en el término de interferencia de los dos haces
que en (2-18) es B y que representa la diferencia de fase entre dos érdenes de interferencia. Entonces,

2T
B_kp_X7

el cual representa el angulo de desviacion del orden +1, un pardmetro de resolucion del sistema

(2-28)

porque determina el periodo de las franjas en el interferograma registrado en la CCD. Para observar
su influencia, se toma la transformada de Fourier del interferograma registrado en (2-18).

Iop(ke, ky) = FT[Icp(z',y)].

Entonces,
Iop(ke, ky) = FT[Uo(2',y UG (x',y) + UWUF + Uo(a',y )UTe ™ + Ug(x,y Ui ). (2-29)

En (2-29) la multiplicacién del campo por su conjugado se expresa en cuatro términos. Up(z ,y')
representa al orden cero como haz objeto y Ule’ﬂx/ como el haz de referencia desfasado por una
distancia (. Por linealidad, la transformada de Fourier de toda la expresién es la suma de la
transformada de cada uno de los términos: Para el primero, por teorema de la convolucién, la
transformada de Fourier de una multiplicacion es la convolucién de las trasformadas, entonces:

FT[Ug(x',y )Us (', y)] = Uolke, ky) = Ug (=, —ky)]. (2-30)

Por su parte, la trasformada de una exponencial representa un corrimiento proporcional a su fase
en el espacio de las frecuencias de dicho campo, es decir, e="% — d(kz — B, ky). Por lo tanto, la
transformada del tercer y cuarto término de (2-29) es respectivamente:
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FT[Uo(a',y )Ute " | = Uo(ke, ky) # UF (8(kz — B, ky) (2-31)

FT[UE (2, y U167 | = U (—ky, —ky) * UL (6 (ks + B, ky) (2-32)

Asumiendo que el campo es uniforme cuando pasa el filtro, el segundo término resulta:

FT[Uy % Uf] = |U1|*(ky, ky) (2-33)

En sintesis, la amplitud del campo éptico complejo que es difractado viene limitada por (2-20), que
es la resolucion del microscopio. Al tomar la transformada de Fourier, la magnitud del campo en el
espacio de frecuencias es su inverso, es decir, kgN A,p;. Como consecuencia, al realizar la convolucién
del campo éptico complejo con su conjugado, el espectro de frecuencias genera un pico central de
2koN Agpj y dos picos equidistantes al central desfasados +3 y —f3 del centro del espectro. En este
sentido la representacién de este espectro queda como el de la figura 2-3.

Figura 2-3.: Espectro de Fourier del campo 6ptico complejo censado por la CCD para un patréon
de interferencia tomado por un DPM [3].

Aqui estd implicita una relacién entre el periodo de la rejilla y la apertura numérica del objetivo
microscopio. Para que los 6rdenes no se superpongan la distancia entre los centros debe ser tal que:

B = 3koN Agy;. (2-34)
En consecuencia, relacionando 2-34 con 2-21, se tiene que:
Apj\4ob j
A< /2 2-35
- 3,66 ( )

Muestreo

Adems4s del limite de resolucién dado por la rejilla, debe considerarse la discretizacién de la senial
cuando el patréon de irradiancia es registrado en la CCD. Como la transformada de Fourier es una
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senal periédica, existe una relacién entre el periodo de la funcién (en el espacio de las coordenadas,
X) y un ancho de banda que filtrara la senal, dado por el teorema de Nyquist [64],

1

X=—
2|Umaz‘

(2-36)
en este se define un limite minimo de muestreo de la senal de banda limitada, tal que no se pierda
informacién de frecuencias y un limite maximo para no sobre muestrear la senal. Como se observa
en la figura 2-4, este limite estd definido como dos veces la frecuencia de la sefial en el espacio de
Fourier (Upaz)- En este caso Upaz = 2(8 + koIN Agj) es la frecuencia de corte tal que se incluyen
el orden central y los dos érdenes laterales.

Figura 2-4.: Esquema de la distribucion espacial de los érdenes de difraccion en el espacio de
Fourier donde se describe el ancho del periodo para muestrear la senal sin que haya
superposicion de frecuencias.

En este sentido el muestreo hecho por la cAmara debe ser mayor a este limite, por lo tanto:

27
Us = ;Mobj|M4f| > 2(B + koN Aop;) (2-37)
esta frecuencia de corte para el muestreo de la senial de entrada a la CCD, tiene en cuenta el tamano
del pixel(a) que debe muestrear la imagen de la rejilla magnificada por el sistema 4f (|Myy|) y la
magnificacion del campo 6ptico difractado por la muestra, dada por el objetivo microscopio (Moy;).
Como consecuencia, para un periodo de rejilla determinado existe un minimo de magnificacién:

L 1 VA ] (2-38)

Myl > 2 |a—
’ 4f’ - |:aA + A Mobj

Filtro espacial

Otro elemento fundamental en la construccién del microscopio de fase por difraccién es el filtro
espacial. Como se ha dicho, la primera lente del DPM forma la imagen de los érdenes de difraccién
de la rejilla en su plano focal (f1), que corresponde al plano de Fourier. En este plano se ubica
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el filtro que anula las frecuencias de todos los 6rdenes de difraccién exceptuando el 0 y el +1, los
cuales se van a hacer interferir.

Por lo determinado anteriormente, la distancia entre méaximos de difraccién en el plano sensor es
p, la cual se definid en (2-27) y se relaciona con la diferencia de camino éptico entre haces objeto
y referencia. En la figura 2-5 se observa desde otro punto como dos haces que inciden en la rejilla,
salen difractados, pero por el principio de Huygens-Fresnel interfieren. En este caso, la distancia
entre maximos también se relaciona con la distancia a la pantalla, que se ubica en al plano de
Fourier a una distancia fi.

R

fy

—
-

A

Figura 2-5.: Relacion entre la distancia entre maximos de intensidad y la diferencia de camino
Optico, para un patrén de difraccion registrado en una pantalla que se encuentra a
una distancia f; de una rejilla de difraccién.

Geométricamente,
tan(g) = 2 (2-39)
f1
Por aproximacién paraxial, tan(f) = sen(f), que define la diferencia de camino 6ptico. Como
consecuencia,
% - m% (2-40)

de tal forma que la distancia entre érdenes es:

. mfl)\
A

Esto significa que la distancia fisica entre érdenes es proporcional a la distancia focal de la primera

(2-41)

lente e inversamente proporcional al periodo de la rejilla, para una longitud de onda constante.
Este es el ultimo parametro necesario para definir los elementos del sistema 6ptico que forman el
DPM y que definen la resolucién del sistema 6ptico.

Al determinar el espaciamiento fisico entre érdenes, se procede a filtrar el orden +1 de difraccién,
yva que la interferencia debe generarse entre un haz que contenga la informacién del objeto y un
haz de referencia que esté limpio. Para limpiar la informacién del objeto, se ubica una micro lente
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en la posicion del orden +1 que funciona como un filtro pasa bajos y su objetivo es eliminar las
frecuencias altas para dejar solo la DC.

De esta forma, al colocar la segunda lente y formar un sistema telescépico (4f), en la segunda
distancia focal se ubica el sensor y serd el plano holograma. Alli se genera un interferograma entre
el campo 6ptico transmitido por el objeto que pasa por el filtro sin ser alterado y una onda plana,
proveniente del haz que ha sido filtrado por la micro lente en el plano de Fourier.

En resumen, los parametros del DPM necesarios para la formacion de imagen seguin lo analizado
anteriormente se listan en la tabla 2-1:

Parametro de diseno Ecuacién
Resolucién Ap = 1373&32;
Minima magnificacién del 4f |Myy| => 2a % + %]\]7\225] —
Magnificacién Myy = %, M = My Myy
Separacién érdenes 0 y +1 en el plano de Fourier | Az = %
Maximo didmetro del Pinhole D < 2’4;1%

Tabla 2-1.: Sintesis de los pardmetros épticos para el disefio del DPM, tomado de [3]

Con esto establecido, en el siguiente capitulo se calculan las dimensiones especificas para el DPM
que se construye en el laboratorio del Grupo de ()ptica Aplicada.



3. Implementaciéon de un Microscopio de Fase
por Difraccion para estudio de Sangre
Periférica

En este capitulo se especifican las caracteristicas de los componentes épticos utilizados en el la-
boratorio del grupo de 6ptica aplicada para la construccién del microscopio de difraccién de fase.
Dado el analisis previo de como debe ser la relacion entre la magnificaciéon de las muestras, las di-
mensiones de la rejilla y el sistema telescopico; se definen los parametros que debe tener el montaje
experimental para ser capaz de resolver células con un tamano en el orden de las decenas de micra.
Posteriormente, se realiza la calibracion del sistema 6ptico construido para definir tamano y valores
de fase. Por ultimo, se expondran los protocolos utilizados para la manipulacién, almacenamiento,
separacion, analisis y desecho de sangre periférica; ya que la forma en que estos procesos se han
llevado a cabo, son los que han permitido obtener informacién relevante para el estudio de células

mononucleares.

3.1. Parametros de Diseno

En primer lugar se requiere iluminar una muestra semitrasparente con un haz altamente coherente.
Se usa un haz monocromatico en el rojo de 632,8nm de longitud de onda (\) y 0,1mW de potencia.
El siguiente elemento que condiciona el sistema es la rejilla de difraccién en transmisién, con una
frecuencia de 110 lineas por milimetro. Por especificacién del fabricante [65], en la distribucién de
intencidad el orden cero de difraccién tiene el 45 % de intensidad y el orden +1 y —1 el 25 % cada
uno. Por su parte la CCD utilizada es monocroméatica y tiene un tamafio de pixel (a) = 5,2um.
Definidos estos pardmetros, se utilizan las relaciones resumidas en la tabla 2-1 para hallar la
relacion entre las lentes del sistema 4f y la magnificacién del microscopio. Por la ecuacion (2-38),
esta magnificacién (Myy) depende de A, My, NAg; vy a; entonces su minimo valor debe ser
M,y = (1,440,1). Como puede ser mayor se define para este sistema una magnificacién de (2,540,1)
utilizando una lente de distancia focal f; = (6,0 £0,1)cm y otra de fo = (5,0 £ 0,1)cm, cada una
con un diametro de una pulgada.

Para determinar la magnificacién del objetivo microscopio, se determina la distancia entre érdenes
de difraccién en el plano focal de la primera lente. De la ecuacién (2-41) se obtiene p = (4,18 £
0,01)mm. Se establece una magnificacién en el objetivo de microscopio de 40X con una apertura
numérica de 0,46 que satisface las condiciones de disenio dadas por (2-35).

Con esta misma distancia se construye el filtro que anula todos los 6rdenes de difracciéon que genera
la rejilla, excepto el +1 y el 0. Este filtro es un cilindro hecho por impresién 3D con un polimero
flexible y opaco; sus dimensiones son, 2,54cm de diametro y 0,78mm de profundidad. Tiene un
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orificio justo en su centro de 2,8mm de didmetro, lo suficientemente grande para que el orden
de difraccién que lleva informacién del objeto pase sin ser alterado o difractado. A una distancia
p = (4,18 +£0,01)mm de su centro se tiene un segundo agujero de 0, 35mm de didmetro, en el cual se
ubica una microlente responsable de filtrar el otro orden de difraccién y eliminar toda la informacion
del objeto. En la figura 3-1 se muestra el diseno del filtro espacial en 3-1a y la ubicacién de la
microlente como esta dispuesta dentro del agujero mas pequeno en 3-1b.

(a) (b)

Figura 3-1.: (a) Dimensiones del filtro de Fourier (b) Filtro con microlente incorporada

La microlente es un cilindo de 0,35mm de didmetro y 0,78mm de profundidad segun las especifica-
ciones de fabrica [66] por esto el filtro tiene las dimensiones justas para que la lente quede ubicada a
presion justo en el agujero y tanto a la entrada como a la salida el haz no choque dentro del mismo
y se difracte o absorba. La funcién de esta microlente es tomar todo el haz incidente que lleva
informacién de la muestra y filtrar las altas frecuencias. Su distancia focal efectiva es de 0,3mm,
generando imagen del haz a una distancia casi cero del plano de Fourier; es lo suficientemente
corta como para asumir que se genera un DC en el plano de Fourier de tal manera que hay una
onda plana en el plano de la CCD. Este aporte que ain no esta publicado, es desarrollado por el
grupo de Quantitative Phase Imaging del Instituto Beckman de la Universidad de Illinois. En la
literatura se usa un pinhole [67], que es una perforacién de un didmetro de 5um aproximadamente,
lo que dificulta su ubicacién espacial en el plano de Fourier y por ende la generacién apropiada
del interferograma. Para finalizar, el posicionamiento dentro del DPM del filtro y la microlente, se
realiza con un desplazador micrométrico XYZ.

Montaje Experimental

Usualmente el médulo del DPM se adapta a una salida dde un microscopio éptico convecional
que usa como fuente un haz de luz monocromatico. En este caso, el esquema Optico es mixto ya
que no se cuenta con el microscopio éptico; se ilumina y magnifica la muestra con un objetivo
microscopio y posteriormente genera el patrén de interferencia con el DPM. La disposicién de los
elementos Opticos se muestra en la figura 3-2. Primero, se colima el haz rojo horizontalmente y
se dirije verticalmente sobre la muestra para iluminarla; como en un microscopio convensional. El
objetivo de microscopio magnifica la imagen del objeto y guarda informacién del frente de onda en
un campo complejo esférico.
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Figura 3-2.: Esquema del Microscopio de fase por Difraccién como esta dispuesto en el laboratorio.

Posterior al objetivo microscopio, se ubica un espejo que desvia nuevamente el haz a una confi-
guracién horizontal. La imagen que forma el objetivo de microscopio es la entrada del médulo del
DMP. En consecuencia y como caracteristica fundamental de diseno, el plano imagen de la salida
del microscopio, la rejilla de difraccién y el plano de entrada del sistema 4f deben coincidir, de tal
forma que en el plano de la CCD se registra la interferencia de los dos érdenes de difraccion del
campo éptico complejo magnificado y trasmitido por el microscopio, y una imagen magnificada de
la rejilla de difraccion. Asi, se tiene un holograma formado en plano-imagen como se describié en
el capitulo 2.

Por dltimo se ubican las lentes formando un sistema telescopico y generando una magnificacién de
2,5 veces la imagen del microscopio en el plano de la CCD y se ubica el filtro en el plano de Fourier
de la primera lente. Para generar el interferograma se debe obtener un filtrado limpio del haz que
atravieza la microlente, esto se logra cuando se tiene una irradancia homogénea en la CCD si solo
se deja pasar éste haz. Si no hay una apropiada iluminacién, aun desde la colimacién del sistema,
no se garatizar homogeneidad en el patron de irradiancia ni en el de interferencia. Una vez se haya
alineado, se tiene un sistema con alta estabilidad mecanica, con franjas horizontales y estables con
un periédo igual al inverso del periédo de la rejilla (5 = %)

3.2. Reconstrucciéon del campo optico complejo

Los parametros de disenio dados para la construccion del DPM permiten registrar digitalmente
la irradiancia el campo 6ptico complejo debido a la interferencia de un haz objeto, el cual lleva
informacién de la muestra y un haz de referencia que para este caso ha sido filtrado por la microlente.
Sin embargo, es necesario realizar un tratamiento digital al campo registrado por la CCD para
reconstruir los mapas de amplitud y de fase.

El proceso consiste en realizar una transformada de Fourier del patréon de irradiancia como se hizo
en el capitulo dos en la ecuacion 2-29, para obtener el espectro de frecuencias del campo. Como este
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tiene dos érdenes de difraccién, se hace un filtro de Fourier en el cual se toma uno de esos érdenes, se
recorta, se centra y se vuelve a transformar. A este campo que ha sido filtrado se le denomina campo
6ptico complejo filtrado (Ur(&, 7)) y para reconstruirlo existen varias aproximaciones y algoritmos
digitales basados en el principio de propagacién de ondas por difraccion.

La ecuacién 2-18 define el patrén de irradiancia que es registrado y discretizado por el sensor. Para
reconstruirlo se definen algunos planos importantes: El haz objeto se encuentra en el plano-objeto
con coordenadas (z,y) y se propaga a través del sistema éptico en direccién z hasta el plano-
holograma, con coordenadas (£,n) una distancia zg. Para reconstruir digitalmente este campo, se
debe iluminarc¢on una onda plana digital Ugr(z, y); similar al haz de referencia con el que se registré
y propagar nuevamente de forma digital hasta el plano-imagen con coordenadas (ml,y/) [68]. Asi
es posible recuperar la informacién de la amplitud de la onda objeto y la diferencia de fase entre
la onda objeto y la de referencia. La figura 3-3, muestra los diferentes planos involucrados en la
recostruccion digital, que a continuacién se describe mateméticamente.

Figura 3-3.: Planos presentes en la holografia digital.

El proceso de recontruccién digital parte del principio de propagacion del campo 6ptico complejo, en
el que una onda se difracta al atravezar una abertura, que en este caso particular es un holograma;
y estd descrita por la ecuacién de Fresnel-Kirchoff (3-1):

Wl xp (—iZ
Ry B e e 2 (31)

Donde p = /(2' —&)2 + (y — n)% + 2¢ es la distancia entre un punto cualquiera ubicado en el
plano-holograma y un punto cualquiera en el plano-imagen, Ur(z,y) es la amplitud de la onda de
referencia, (£, n) la intensidad registrada en el plano del sensor y zy la distancia entre el plano-
holograma y el plano-imagen a una longitud de onda A (Ver figura 3-3).

Como este campo es complejo, es posible obtener su intensidad (amplitud) y su fase a través de
métodos matematicos computacionales que varian segin la eficiencia computacional y el grado de
aproximacion al campo reconstruido. Entre ellos se encuentran la aproximacién por convolucion,
la aproximacién de Fresnel y el algoritmo de espectro angular [69].

Cabe notar que en la técnica del DPM se aplican métodos de reconstruccién por plano-imagen [15],
en la que se considera zy = 0; lo que implica que el plano-imagen esta en el mismo plano holograma
[70]. También se han aplicado otros métodos alternos como el de la segunda derivada [71] y el de la
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transformada de Hilbert [72]. Ya que es dificil asegurar el enfoque de las muestras bioldgicas para
que el plano-imagen coincida con el plano-holograma, se implementa el método de reconstruccién
de espectro angular de campo cercano y se considera zy = 0 [73].

Reconstruccion por espectro angular

En este algoritmo se interpreta al campo como una superposicion de ondas planas con amplitud
constante que se propagan en una unica direccién, es decir, no se difracta. El espectro angular de
un campo de entrada U(x,y, z) en zp = 0 esta dado por:

U(&,n,0 / / (z,9,0) exp (—i (§x + ny)) dedy (3-2)

Esta es la forma directa de una transformada de Fourier, pero si se quiere describir la amplitud
compleja del campo en zg = 0 a partir de su espectro angular, se toma la forma inversa de la
trasnformada:

U(z,y,0 / / U(&;m,0)exp (i (§z +ny)) dédn (3-3)

Si el campo U(&,n,29 = 0) se propaga una distancia zg, el espectro angular del campo a esa
distancia esta dado por:

U(fﬂ%zo) = U(£7na0) exp (Z(k’ZZ)) (3_4)
Con U(&,1m,0), el espectro angular del campo en el punto zyp = 0 dado por (3-2) y la frecuencia

espacial k, = |/k? — k2 — k2 [74]. Por su parte, exp (i(k,z)) es un término de fase asociado a la
propagacion de la onda.

Por lo tanto, la ecuacién 3-3 se modifica por un término de fase debido a la propagacién hasta el
plano imagen, donde las nuevas coordenadas son (2/,y") y queda:

U4/ 20) / / U(€,1,0) exp (i(ks20)) exp (i (kut + kyy)) de’'dy/ (3:5)

Lo cual representa la transformada de Fourier propadada del campo en la apertura, es decir, en
el plano holograma. En sintesis, es campo registrado se lleva al espacio de frecuancias con una
transformada de Fourier y se multiplica por un factor de fase. Posteriormente, se vuelve a realizar
otra transformada de Fourier habiendo centrado el campo y asi se 6ptine el campo éptico complejo
reconstruido. Como se explicé en el capitulo uno, por la digitalizaciéon del campo, este se discretiza
en funcién definiendo un tamano de pixel reconstruido esta dado por las relaciones:

)\Zo

/_
Ax ~ NAz 4  NAy’

(3-6)

donde Az’ y Ay’ son las dimensiones del pixel en el plano reconstruido y Az y Ay son las dimen-
siones reales del pixel en la CCD. En este caso, Az = Ay = a Esto define los limites de muestreo
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del campo 6ptico complejo que se usaron para establecer el disefio 6ptico del microscopio de fase
por difraccion.

Calculo de la amplitud y diferencia de fase del campo

Teniendo ya reconstruido digitalmente el campo 6ptico complejo modificado por el objeto, se calcula
la amplitud del campo que corresponde a:

I(xlv y/) = |U(3§‘/, y/> |2 (3_7)
Y el mapa de diferencia de fase de la onda objeto mediante:

Im (U(',y'))

V(¢ n') = arctan [RG(U(J/’/’?//))

] mod(2m) (3-8)
Donde I'm y Re representan la parte imaginaria y real de U(z/,y’), respectivamente [75] y mod(2m)
implica que se debe realizar un desenvolvimiento de los mapas de fase cuando se presenten discon-
tinuidades debido a las indeterminaciones de la funcién tangente.

Para tener una reconstruccién apropiada del campo éptico complejo, no solo se registra un holo-
grama entre la interferencia del haz difractado por el objeto y el haz de referencia. También se hace
necesario obtener un holograma de referencia con las mismas condiciones del holograma a recons-
truir pero sin objeto. Estos dos hologramas se registran y se restan para compensar la curvatura y
minimizar las aberraciones debido a los sistemas formadores de imagen del DPM.

3.3. Calculo de indice de Refraccién

A partir de la diferencia de fase obtenida por el campo éptico complejo del objeto reconstruido
es posible medir el indicie de refraccién de objetos semitrasparentes. Por lo tanto, el DPM es un
método de cuantificacién de fase que permite estudiar la variacién de esta propiedad segin los
cambios internos que puedan presentar, en este caso, las células.

Un cambio en el indice de refraccién conlleva a un cambio en el camino éptico, lo que implica
una varicion de fase entre la onda objeto y la onda de referencia en un patrén de interferencia. El
cambio de fase debido a variaciones del indice de refraccién esta dado por [76, 77, 78]:

[
Ap(e.y) = 5 [ ne.y.2) =l (39)

donde ng es el indice de refraccién del medio donde se encuentra la muestra de estudio, y n(z,y, 2)
es la distribucion de indice de refraccion debido al aporte de fase dado por el objeto. La luz atravieza
la muestra en direccién z, asi que la integral se calcula en esta direccién. Haciendo d = Iy — 1 se
define la distancia que recorre la luz en el medio perturbativo. Si se considera un objeto homogéneo,
no hay variaciones en z y n es constante. Por lo tanto la integral 3-9 queda:

2

™ L2
Ap(e.9) = Sl 2) =l [ dz = FlnGep2) o] x (3-10)
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En consecuencia, para calcular el indice de refraccién a partir de la diferencia de fase, se debe
conocer el indice de refraccién del medio y asumir homogeneidad en el indice de refraccién del
objeto. En el caso de células semitrasparentes como los linfocitos, se debe hacer una consideracién
mas sobre la morfologia de las células,asumiendo esfericidad; es decir, la distancia d que recorre la
luz es la misma que la distancia del didmetro medida lateralmente.

Despejado el indice de refraccion del objeto de 3-10, se tiene:

n(z,y,z) = (z,y) +no (3-11)

2 A
2md v
3.4. Calibraciéon lateral en fase

Establecidas las condiciones de diseno necesarias para generar interferencia y muestreo del inferte-
rograma por la CCD; se registra la intensidad del campo 6ptico complejo tranmitido por el objeto
de estudio. Con esta informacion es posible reconstruir digitalmente mapas de amplitud y de dife-
rencia de fase a partir del patrén de irradiancia de (2-18). Se aplica inicialmente este proceso de
reconstruccién con aproximacién a plano imagen dado en la secciéon anterior a una tarjeta de cali-
bracién lateral de alta resolucién USAF 1951 en positivo, con el propdsito de calibrar lateralmente
el sistema y determinar el tamano de pixel reconstruido.

La USAF es un arreglo de franjas horizontales y verticales, distribuidas en una placa de vidrio
trasnparente por grupos y elementos que varian su periodo de forma descendente segin se vaya
incrementando el ndmero de grupo. Un elemento se define como un conjunto de tres franjas ver-
ticales y otras tres horizontales con un ancho de igual medida que su separacién; y un grupo es
un conjunto de tres elementos con el mismo periodo. La tarjeta utilizada para calibrar tiene seis
elementos por grupo, excepto el grupo 9 que tiene tres elementos.

(a) (b) (c)

Figura 3-4.: (a) Registro, (b) reconstruccién de amplitud y (c) reconstruccién del mapa de fase
de los grupos 8 y 9 de la USAF

En la figura 3-4, se observa el registro 3-4a, la reconstrucciéon en amplitud 3-4b y la reconstruccién
del mapa de fase 3-4c de los grupos 8 y 9 de la USAF. Para determinar un tamano de pixel
reconstruido en micras y calibrar longitudinalmente el sistema, se toman diferentes perfiles de cada
elemento y se mide la distancia pico a pico en pixeles de cada uno. El fabricante reporta el ancho
calibrado de cada barra segtin grupo y elemento, asi se construye la tabla 3-1 en la que se registra
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el tamano de pixel en micras calculado para cada elemento segin el tamano de cada franja y el
respectivo promedio. Se determina que el tamano promedio del pixel es de (0,109 £ 0,006)um, valor
que serd utilizado para establecer la escala de los mapas de fase reportados en esta tesis.

Grupo | Elemento | Ancho de Barra (um) | Tamano Promedio de Pixel (um)

1 1.95 (0,104 + 0,002)

2 1.74 (0,107 = 0, 006)

3 3 1.55 (0,105 + 0,002)
4 1.38 (0,113 = 0,007)

5 1.23 (0,114 £ 0,002)

6 1.10 (0,116 = 0, 008)

1 0.98 (0,118 + 0,003)

9 2 0.87 (0,105 £ 0,014)
3 0.78 (0,104 + 0, 009)

Tamano de Pixel Promedio (um) (0,109 + 0,006)

Tabla 3-1.: Tabla de promedios de tamanos de pixel medidos en diferentes elementos de la tarjeta
USAF

3.5. Preparacion de Muestras Bioldgicas

El principal objeto de estudio es sangre periférica humana, como se indicé en el capitulo 2, la
sangre esta constituida por diferentes tipos de células ademaéas del plasma y cada una de estas
células posee organelos que las distinguen morfolégicamente. Para identificar células blasticas en
sangre periférica, el proceso de seleccion, diferenciacion y caracterizacion de las mismas se describe
a continuacién.

Las muestras a analizar deben ser de dos tipos, el primero es sangre periférica de individuos sanos
y el segundo de pacientes con Leucémia Linfocitica Aguda (LLA). Para cada tipo se realiza un
proceso de separacion de tal forma que se pueda obtener una muestra de células linfociticas puras
sanas y no sanas. Estas muestras se analizan con el microscopio de fase por difraccién y se obtienen
caracteristicas épticas diferenciables que permitan distinguir células blasticas del resto de células
mononucleares.

Los donantes sanos son estudiantes anénimos y voluntarios de la Universidad Nacional de Colombia-
Sede Bogota, la extraccién y manipulacién de sangre es realizada por la profesora Marcela Camacho,
quien cumple con todos los requisitos legales y éticos para realizar este procedimiento. Las muestras
de sangre con leucémia linfocitica aguda son tomadas a pacientes voluntarios y andénimos por el
Instituto Nacional de Cancerologia (INC). La muestra poblacional son dos donantes sanos y dos
donantes enfermos, este niimero es suficiente para realizar una estadistica que valide los resultados
en las medidas de indice de refraccién y tamanos; que son los parametros de diferenciacion que
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seran estudiados en la presente tesis.

Para los dos tipos de muestra, se hace una separacion de células blancas, glébulos rojos y plasma con
Ficoll-Paque PLUS. Basados en un protocolo sugerido por el fabricante [79] se propone un protocolo
de separacién y lavado adaptado a las condiciones del laboratorio y la centrifuga utilizada. Los
detalles del experimento que permitié definir el protocolo implementado en esta tesis se describen
en el anexo A.

Muestras de LLA

Para los dos donantes con LLA se distinguen las muestras como E1 y E2. La preparacion se realiza
con 1ml de sangre que se diluye con 3ml de un medio de cultivo, el cual es una mezcla de RPMI con
PBS. La solucién que tiene un volumen de 4ml se sirve en un tubo de ensayo que contiene 4ml de
Ficoll. Siempre se debe asegurar el no mezclar las sustancias al depositar la sangre. Posteriormente,
se centrifuga a 1500rpm durante media hora para realizar la separaciéon. En figura 3-5a se observan
dos tubos donde cada muestra ha sido depositada en Ficoll sin mezclar, en la figura 3-5b es posible
diferenciar cuatro bandas; de abajo hacia arriba se encuentran los glébulos rojos, el ficoll, las células
blancas y el plasma.

Después de la separacién, se extrae del tubo la banda de células blancas para lavarlas. El proceso de
lavado se realiza nuevamente en la centrifuga a 800rpm por 15 minutos, después de haber diluido la
banda de linfocitos en medio de cultivo, esto se hace para asegurar el decantamiento de los linfocitos
y la separacién del Ficoll. Cada tubo queda con dos capas, los linfocitos al fondo y el Ficoll en la
parte superior. De aqui son extraidos para cultivo y para la preparacion de las muestras que se
analizan con el microscopio de contraste de fase.

(a) (b)

Figura 3-5.: (a) Preparacién y (b) bandas de separacién de sangre de pacientes con LLA, obtenidas
por el protocolo de separacion con Ficoll

Muestras de sangre sana

Para las células sanas se realiza el mismo procedimiento que para las enfermas. En este caso se
toman 2ml de sangre y se diluyen en 2ml de medio de cultivo, para obtener una solucién de 4ml
que se deposita en 4ml de Ficoll. Se separan las bandas en la centrifuga a 222rpm por media hora.
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El lavado se realiza a 222rpm por 15 minutos. Las bandas obtenidas tanto en la separacién como
en el lavado son muy similares a las de la figura 3-5.

Con esta preparacién se definen para analizar con el microscopio de difraccion de fase Fy y Fp2 como
muestras de sangre de pacientes con LLA y S y S2 como muestras de sangre de donantes sanos.
Las muestras constan de linfocitos aislados del plasma y de los glébulos rojos. Se espera identificar
diferencias morfolégicas y en el indice de refraccion para cada tipo de célula linfocitica en las
muestras sanas que permitan distinguir células blasticas en las muestras de pacientes enfermos. Los
resultados de este proceso se presentan en el capitulo 4.

Habiendo definido el protocolo de preparacion de las muestras de sangre periférica humana, que
es el objeto de estudio de esta tesis para determinar diferencias. Y estableciendo el proceso de
reconstruccién del campo 6ptico complejo de los hologramas registrados por el DPM para obtener
informacién de tamano e indice de refraccién de las células, en el siguiente capitulo se describen los
resultados obtenidos al estudiar células sanas y enfermas.



4. Resultados y analisis

Dadas las condiciones experimentales para el registro de hologramas de muestras biolégicas, su
respectiva reconstruccion de amplitud y mapas de fase y la preparacién apropiada de las muestras,
descrita en el capitulo 3, se procede a estudiar muestras de sangre periférica de donantes voluntarios
sanos y pacientes voluntarios anénimos diagnosticados con LLA. Se realiza una separacién de
linfocitos para cada donante, se caracterizan las células mononucleares por tamaifio y se registran
hologramas para obtener el indice de refraccién de cada una de ellas a partir de los mapas de
fase reconstruidos numéricamente. En este capitulo se presentan los resultados de las medidas de
tamano de cada tipo de célula mononuclear hechas por microscopio 6ptico y se reporta el indice de
refraccién promedio para clasificar cada tipo de célula, estableciendo un pardametro de diferenciacién
entre las células sanas y las células enfermas.

4.1. Caracterizacion de células mononucleares en sangre periférica de
donantes sanos

Se obtuvo por donacién voluntaria muestras de sangre periférica humana de dos donantes sanos.
Dado que para la manipulacién de sangre se requiere seguir ciertos protocolos estandarizados, la
preparacién de las muestras se hace en el laboratorio de Biofisica de la Universidad Nacional de
Colombia bajo la supervision de la Dra. Marcela Camacho y con la aprobacion del comité ético de
la Universidad Nacional de Colombia (ver Anexo C).

Implementando el protocolo de diferenciaciéon de linfocitos descrito en el capitulo 3, se realiza la
separacion de sangre para las dos muestras que se identifican como S7 y So. De cada una se ex-
traen el suero y los glébulos rojos, dejando aislada la poblacién de linfocitos; se espera que en cada
muestra haya tinicamente linfocitos T, linfocitos B y monocitos.

4.1.1. Tamano de células mononucleares sanas

Después de la separacion por centrifuga, se obtiene la banda de linfocitos que se diluye en PBS,
tal como se describié en 3,3. Para su observacion, se realizan extendidos sobre ldminas de vidrio y
utilizando un microscopio éptico con un objetivo de microscopio de 40x se obtienen imdagenes de
las muestras S y S2. Implementando una escala dada por el fabricante del microscopio, se mide
el didmetro de una poblacién de 226 células para la muestra Sy y 174 células para la muestra Ss.
En la figura 4-1 se observan dos imégenes correspondientes a cada tipo de muestra, vista por el

microscopio 6ptico.
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(a) (b)

Figura 4-1.: Imdgenes de los linfocitos de las muestras (a) Sy y (b) So vistas por un microscopio
optico con un objetivo de microscopio de 40x

Con la medida de los didmetros de las células en cada muestra, se hace un andlisis estadistico de
cada poblacién. Se observa que hay una menor cantidad de linfocitos en la muestra S5 ya que se
obtuvo un volumen menor en la separacién. En los histogramas de las figuras 4-2 y 4-3 se observa
la distribucién frecuencial de las células medidas para S; y So respectivamente, los datos se nor-
malizan y se linealizan para determinar el comportamiento modal. Los puntos indican la curva de
linealizacién, esto permite determinar maximos locales sobre la tendencia y asi definir intervalos
de confianza para analizar los datos por sub-grupos y asi asociados a diferentes tipos de células
mononucleares.

(a) (b)

Figura 4-2.: Histogramas de los didmetros de células mononucleares de la muestra S; en (a) escala
lineal y (b) en escala logaritmica.
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(a) (b)

Figura 4-3.: Histogramas de los didmetros de células mononucleares de la muestra Sy en (a) escala
lineal y (b) en escala logaritmica.

Para la muestra Sp, en el histograma 4-2a se observan 4 maximos locales que no son tan claros para
los intervalos donde las frecuencias de la muestra son menores. Por lo tanto, se grafica en escala
logaritmica en 4-2b donde se pueden apreciar 4 diferentes picos que definen cuatros subgrupos los
cuales pueden asociarse a Linfocitos T y B, monocitos y contaminacion de glébulos rojos. Ya que
los datos no son suficientes para asociar un sub-grupo determinado a un tipo de célula en especifico,
se calculan promedios en esos intervalos para compararlos con didmetros de células ya reportados.
En la tabla 4-1 se registran los promedios de diametro para cada sub-grupo.

Grupo | Didmetro promedio (um) | Minimo (um) | Maximo (um) | Cuenta Poblacional
A 5,41 £0,42 4.69 6.05 11
B 7,84 £ 0,66 6.50 9.55 176
C 11,66 £1,79 9.55 14.8 27
D 17,57+ 1,84 15.22 20.55 10

Tabla 4-1.: Promedio de didmetro de células por los cuatro intervalos de confianza para la muestra
S1

El mismo procedimiento se realiza con la muestra So, en el histograma 4-3a se observa que hay
un sub-grupo predominantes en la distribucién, pero también se grafica en escala logaritmica para
observar la distribucién modal de los subgrupos con menor frecuencia (4-3b). Asi, se definen para
este caso tres intervalos de confianza, con sus respectivos maximos y para cada subgrupo se calcula
el promedio de la muestra, en la tabla 4-2 se muestran los resultados.
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Grupo | Didmetro promedio (um) | Minimo (pum) | Maximo (um) | Cuenta Poblacional

A 8,04 £0,71 6.65 10.27 135
B 11,70 £0,91 10.32 13.77 16
C 18,51 £ 0,27 13.92 23.70 22

Tabla 4-2.: Promedio de didmetro de células por los tres intervalos de confianza para la muestra
So

Esto se puede afirmar, ya que segun los valores reportados para células mononucleares, el didmetro
de glébulos rojos se encuentra entre 7,5um y 8,7um [80]. Por su parte, los linfocitos varian su ta-
mano segun estén activados o no, tanto los T y los B son sélo un poco mas grandes que los glébulos
rojos con un didmetro entre 6um y 9um; pero si estan activados miden entre 10um y 14pum. Los
monocitos son la poblaciéon con menor porcentaje pero mayor tamafio con un didmetro aproximado
de 20pm. [81, 82]

Asi, para la muestra S7 se confirma que hay cuatro tipos diferentes de células, sin embargo los
tamanos medidos discrepan de los reportados. Los grupos A, B y C pueden ser Linfocitos T y B
y Glébulos Rojos, pero por diferenciacién asumimos el grupo A como glébulos rojos, el B y el C
como linfocitos T y B y el D como monocitos. Por su parte, para la muestra S los grupos A y B
se asocian a poblaciones de Linfocitos T y B activos y no activos, y el grupo C a monocitos. No se
evidencia contaminacion de glébulos rojos.

4.1.2. Calculo del Indice de Refraccion de células sanas

Para calcular el indice de refraccién de cada tipo de célula, de las muestras se registran 24 holo-
gramas para la muestra S7 y 20 hologramas para la muestra So con el DPM. Para esto, sobre una
laminilla cubre objetos se deposita una porcién de linfocitos diluidos en PBS, se deja secar el medio
de cultivo y el porta muestras se ubica en el plano objeto del sistema 6ptico, tal que en el sensor se
tenga una imagen magnificada de las células enfocadas. Se registran varios hologramas de diferentes
células escogidas aleatoriamente para reconstruir el campo éptico complejo dispersado por el objeto.

Para reconstruir su amplitud y mapas de fase se implementa el algoritmo de reconstruccién espec-
tro angular tomando la aproximacién a plano-imagen (zy = 0). Se registran y reconstruyen dos
hologramas, el primero es el de la interferencia entre haz objeto con objeto y haz referencia; y el
segundo, los dos haces interfiriendo sin objeto. Para cada campo 6ptico complejo reconstruido se
aplica la ecuacién 3-7 para obtener la amplitud del campo y 3-8 para el mapa de diferencia de
fase. Posteriormente, se calcula el mapa de indice de refraccion de cada célula con la ecuacién 3-11,
asumiendo su esfericidad. Por lo tanto, la distancia d medida longitudinalmente por el DPM se
puede suponer que es la misma longitud axial que la luz recorre [83].

Las figura 4-5 muestra un ejemplo de la reconstruccién de amplitud y fase, y el mapa de indice de
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refraccion con un perfil sobre el eje central para determinar valores promedio de indice de refraccién
sobre todas las células registradas.

(d)

Figura 4-4.: (a) Es la reconstruccién de amplitud de una célula de la muestra Se y (b) es el mapa de fase
envuelto (c¢) el mapa de indice de refraccién y (d) un perfil sobre el eje central de la célula
superior

Para obtener el indice de refraccién promedio para cada grupo de células, por cada mapa de fase se
trazé tres perfiles en el centro de la célula y se hallé el promedio del valor méximo de cada perfil.
Posteriormente, se asociaron las medidas segtin el tamano de la célula, a partir de los rangos esta-
blecidos con las medidas realizadas del tamafnio por microscopia éptica. En la tabla 4-3 se reportan
las medidas de indice de refraccién para linfocitos sanos.
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Grupo | Rango de tamanos (um) Indice de refraccién Promedio

B 5,45 — 6,08 1,087 £ 0,332
C 7,62 — 7,49 1,339 £ 0,160
D 9,89 — 12,63 1,435+ 0,153

Tabla 4-3.: Indice de Refraccién Promedio para los grupos de células sanas para las muestras S
y 52

Segun estudios previos de células de sangre, el indice de refraccién promedio de glébulos rojos sa-
nos es de (1,399 + 0,006), [84], para linfocitos es de 1,378 y para monocitos de 1,381, medidos por
holografia digital [83]. Comparando con los resultados obtenidos por DPM mostrados en la tabla
4-3 y considerando sus rangos de error, hay una coincidencia entre datos. Esto evidencia que la
técnica es apropiada para determinar el indice de refraccién de linfocitos sanos y que al determinar
el indice de células enfermas se obtendra un valor comparable que puede generar una diferenciacién.
Sin embargo, debe considerarse que la discrepancia entre los datos del DPM y los datos reportados
que se han tomado con otras técnicas es alto y los factores de error deben identificarse y reducirse.
También se observa que cada tipo de célula tiene un indice de refraccion diferente y que entre mas
grande sea, su indice de refraccién aumenta, segin se puede observar en la tabla 4-3.

En las iméagenes siguientes se observan mapas de indice de refraccién de algunas células registradas
de cada familia de células y un ejemplo del perfil tomado a lo largo de la linea que se observa en
cada uno de los mapas de la figura 4-5 para medir su indice de refraccién.

Se observa que los tamanos de las células para cada grupo son diferentes, la reconstruccién del
campo é6ptico complejo genera imagenes magnificadas de cada célula comparadas con la micros-
copia 6ptica. En estos mapas también se hace evidente la diferencia entre el nicleo y el citoplasma
de las células mononucleares. Por lo tanto, el sistema éptico es capas de resolver las diferencias de
fase entre uno y otro organelo de las células. En este estudio se toma tnicamente el valor central
de fase y como consecuencia un tnico valor de indice de refraccién por cada célula; ya que el tinico
valor que de tamano del que se tiene certeza es de el didmetro de la célula. Con este valor, medido
en diferentes células es posible establecer una base de diferenciacién no solo entre células de una
misma muestra, sino con los linfocitos de pacientes con LLA, las cuales se estudiardn a continuacién
para establecer las caracteristicas que las diferencian.
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(a) (b)
(c) (d)
(e) (f)

Figura 4-5.: (a), (c) y (e) son mapas de indice de refraccién de células sanas para las tres clases
de células presentes en las muestras S1 y Sa. (b) (d) (f) son sus respectivos perfiles
sobre la linea indicada
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4.2. Caracterizacion de Células Mononucleares en sangre periférica
de pacientes con LLA

Se obtuvo por donacién anénima y voluntaria, muestras de sangre periférica humana de dos pa-
cientes con LLA, los donantes son pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia a quienes se les
diagnostico la enfermedad y su eleccion fue aleatoria. Dado que para la manipulacién de sangre son
necesarios ciertos protocolos y cursos, la preparaciéon de las muestras se hace en el laboratorio de
Biofisica de la Universidad Nacional de Colombia bajo la supervision de la Dra. Marcela Camacho.
Implementando el protocolo de diferenciacién de linfocitos descrito en el capitulo 3, se realiza la
separacion de sangre para las dos muestras que se identifican como E; y Fo. De cada una se ex-
trae el suero y los glébulos rojos dejando aislada la poblacién de linfocitos, se espera que en cada
muestra haya unicamente linfocitos T, linfocitos B, monocitos y células blasticas.

4.2.1. Tamaiio de células mononucleares enfermas

Utilizando un microscopio 6ptico con una magnificacién de 40x se obtienen imagenes de las mues-
tras E1 y Eo. De igual manera que con las células sanas, se mide el didmetro de una poblacién de
1122 células para la muestra F7 y 575 células para la muestra Fo. En la figura 4-6 se observan dos
imagenes correspondientes a cada tipo de muestra, vista por el microscopio éptico.

(a) (b)

Figura 4-6.: Imagenes de los linfocitos de las muestras (a) £ y (b) Ey vistas por un microscopio
optico con un objetivo de microscopio de 40x

En estas imagenes se puede observar que la poblacion de linfocitos, resultado de la separacion, es
mayor en la muestra F; que en la muestra Fs. Ademads, es posible diferenciar distintos tipos de
células por su tamano, pero no se tiene certeza de cuantas clases de células mononucleares hay. Por
lo tanto, se miden los didmetros y se obtiene un histograma de ellos para cada una de las muestras.
En las figuras 4-7 y 4-8 se observan las gréaficas correspondientes a la distribucién de frecuencias
por tamano del didmetro de E; y FEs respectivamente, los puntos indican la linealizacion de los
datos, esto permite determinar maximos locales sobre la tendencia y definir intervalos de confianza
para analizar los datos de forma independiente.
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(a) (b)

Figura 4-7.: Histogramas de los didmetros de células mononucleares de la muestra E; en (a) escala
lineal y (b) en escala semi-logaritmica.

(a) (b)

Figura 4-8.: Histogramas de los didmetros de células mononucleares de la muestra Es en (a) escala
lineal y (b) en escala semi-logaritmica.

De la tendencia vista en los histogramas, es apreciable que presenta un comportamiento multimo-
dal; cada maximo de la linealizacién representa sub-grupo de la poblacién, indicando que existen
diferentes didametros asociados a distintos tipos de células. Para estas muestras se determinan 5
maximos relacionados con: Linfocitos T, Linfocitos B, Monocitos, Blastos y Glébulos Rojos. Aun-
que se esperaban 4 poblaciones, la separacion de linfocitos quedé contaminada y hay residuos de
glébulos rojos, como consecuencia se considera una poblacién maés en el andlisis.

Como es una poblacién mixta, se determinan intervalos de confianza y en cada uno se obtiene el
promedio de los didmetros de cada grupo, que se espera determine una familia especifica de glébulos
blancos. En las tablas 4-4 y 4-5 se encuentran reportados los didmetros promedio para los grupos
de cada poblacion escogidos por los intervalos de confianza definidos por los maximos locales de
la curva de linealizacién. Se observa que efectivamente hay cinco grupos en cada muestra, donde
el Grupo A tiene la menor cuenta poblacional y el grupo B es el que tiene el mayor porcentaje
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poblacional.

7,34+ 0,49 6.28 7.98 29
9,76 £ 0,68 8.04 11.36 897
12,37 £ 0,59 11.40 13.72 164
14,27 + 0,29 13.82 14.72 20
15,21 £ 0,35 14.80 15.99 12

Tabla 4-4.: Promedio de didmetro de células por los cinco intervalos de confianza para la muestra
Ey

7,17 £ 0,46 5.66 7.90 166
9,35+ 0,67 7.91 11.36 897
11,66 £+ 0,49 10.91 12.52 57
13,25 £ 0,42 12.53 13.86 20
14,88 £ 0,51 14.34 15.52 6

Tabla 4-5.: Promedio de didmetro de células por los cinco intervalos de confianza para la muestra
E,

Comparando los didmetros promedio para las muestras sanas con las de las enfermas, se observa
que, en todos, el diametro de las enfermas es mayor, pero sigue conservando la tendencia de creci-
miento de los grupos mononucleares; es decir, se puede identificar una poblaciéon de glébulos rojos
asociada al grupo A por estar en el rango reportado. En cuando a los grupos B, C y D, los cuales
tienen la mayor cuenta poblacional, se encuentran en el rango de linfocitos en reposo y activados.
Como son las células que presentan mayor densidad poblacional tanto en la muestra como en la
sangre periférica, en general se catalogan como linfocitos T y B. Las células del grupo E, pueden
asociarse a monocitos por dos razones: Son las células mas grandes y las que menor porcentaje
poblacional presentan. Sin embargo, los mapas de fase nos brindaran informaciéon morfolégica para
hacer una distincién segin su citoplasma y su ntcleo.

En el estudio de LLA realizado por Mohapatra [2] se reportan tamanos de linfocitos sanos y
enfermos. El didmetro de un linfocito enfermo es de (9,08 4+ 1,60)um, un poco més grande que
el tamano de un linfocito sano que se encuentra en (8,44 + 0,43)um, en promedio. Este es otro
argumento para asociar los linfocitos al grupo B de cada poblacién, ya que los valores promedio
de didmetro coinciden con lo reportado en otras investigaciones [82]. Por lo tanto, ademés del
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aumento de tamano de linfocitos, las muestras enfermas presentan monocitos con menor tamano
que la sanas. En consecuencia, se puede afirmar que se tiene un parametro de diferenciacién entre
los grupos de linfocitos sanos y los enfermos por su variaciéon en tamano.

4.2.2. Calculo del Indice de Refraccidon de células enfermas

Las mismas muestras que se observaron en el microscopio 6ptico se registran con el DPM. Sobre
una laminilla cubre objetos se deposita una porcién de linfocitos que han sido diluidos en PBS. El
sistema éptico permite enfocar en el sensor el plano objeto donde se ubica la muestra. Se registran
varios hologramas de diferentes células aleatoriamente de las muestras E7 y Fo respectivamente.

Posteriormente, se reconstruyen los hologramas con el procedimiento descrito en el capitulo 2. En el
que implementando el algoritmo de reconstruccion implementado para las células sanas. Entonces,
se registran hologramas de 23 células de la muestra E; y 18 de células de la muestra Fy. Para cada
una, se hace la reconstruccién numérica, se obtiene el mapa de fase, se mide su tamano y se calcula
un indice de refracciéon promedio para tres medidas del méximo central de perfiles en el mapa de
indice. Las imagenes de cada paso del proceso se observan en 4-9 .

() (d)

Figura 4-9.: (a) Es la reconstruccién de amplitud de una célula de la muestra Es y (b) es el mapa
de fase envuelto, (c) el mapa de indice de refraccién y (d) un perfil sobre el eje central
de la célula superior
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En los mapas de fase y en consecuencia en los mapas de indice de refraccion, es posible observar la
diferencia entre el nicleo y el citoplasma de la célula. Si se comparan las imagenes de las células
sanas con las enfermas, ademads de un aumento de tamano existe un aumento en el drea del nicleo
en relacién con el drea del citoplasma; lo que concuerda con estudios hechos de LLA por andlisis
de imagen en microscopia éptica [2].

Con los mapas de fase se mide el indice de refraccién, trazando varios perfiles y calculando el pro-
medio del maximo de dicho perfil en todas las células. En la tabla 4-6 se registran los promedios de
tamano e indice de refraccion para células que se encuentran en los mismos grupos determinados
por su didametro en el microscopio 6ptico. En este caso se tienen cuatro grupos. La figura 4-10 se
observan mapas de indice de refraccién y un perfil de una célula representativa de cada grupo.

Grupo | Rango de tamanos (um) | Indice de refraccién Promedio
B 8,15 — 10,40 1,475 £+ 0,229
C 10,61 — 13,16 1,449 4+ 0,155
D 13,52 — 14,51 1,335 £ 0,152
E 14,97 — 17,39 1,362 £+ 0,101

Tabla 4-6.: Indice de Refraccién Promedio para los grupos de células enfermas para las muestras
S1y Se

Los datos indican que los indices de refraccién de las células varian segiin el tamafio, como también
se observd con las células sanas. Por lo tanto, cada tipo de célula mononuclear tiene un indice de
refraccién asociado que la identifica. Ademas, los valores de indice son considerablemente mayores
en el caso de las enfermas al compararlas con las sanas, esto indica que el indice de refraccion,
ademads del tamaifio, también es un parametro de diferenciacion entre linfocitos sanos y linfocitos
enfermos.

Con los datos obtenidos implementando el DMP para caracterizar sangre periférica, se observa que
las células mononucleares presentan diferencias en su composiciéon y como consecuencia en su indice
de refraccion. Por lo tanto, existen diferencias entre células mononucleares de un mismo donante
vy ademads es considerable la discrepancia entre los indices de refraccién de células sanas y células
enfermas. De este modo, se puede afirmar que la técnica de cuantificacién de fase desarrollada en
el laboratorio es capaz establecer diferencias entre células sanas y no sanas. Sin embargo, para que
el proceso tenga validez se hace necesario un estudio mas amplio que incluya un mayor ntimero de
pacientes y donantes sanos para comprobar la reproducibilidad de la técnica.



4.2 Caracterizacién de Células Mononucleares en sangre periférica de pacientes con LLA7

(b)
(a)
() (d)
() (f)

Figura 4-10.: (a), (c¢) y (e) son mapas de indice de refraccién de células de pacientes con LLA
para las tres clases de células presentes en las muestras S; y Sa. (b) (d) y (f) son
sus respectivos perfiles sobre la linea indicada
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5.1. Conclusiones

Respecto al diseiio del DPM

Los pardmetros 6pticos establecidos en el diseno del DPM descritos en la seccién 3,1, permitieron
el correcto registro de los hologramas con la magnificaciéon deseada y con la resolucion necesaria
para el tipo y tamano de objeto a analizar, esto se puede evidenciar por los mapas de fase e indices
de refraccién que se pudieron obtener a partir de los registros realizados.

Basados en los principios de diseno éptico para un microscopio y en los limites de resolucion dados
por el muestreo del campo éptico complejo por un sensor, se establecieron los parametros para
generar interferencia entre dos de los 6rdenes de difraccion generados por una rejilla en transmision,
de un haz que porta informacién de amplitud y fase de un objeto traslicido en estudio. Esto
conlleva a que la frecuencia del patrén de franjas de interferencia sea determinado por el periodo
de la rejilla, la longitud de onda utilizada y los pardmetros de los sistemas formadores de imagen,
lo cual tiene como positivo el hecho de tener un control sobre la frecuencia y orientacién de las
franjas dependiendo de los detalles del objeto a estudiar.

Respecto a la implementacion del DPM

Los parametros de diseno implementados para la construccion del DPM por medio de los cuales
se logré una magnificaciéon total de 100 entre el microscopio y el sistema 4f, mostraron ser los
pertinentes para el tamano de las muestras a estudiar. De la misma forma, se logré un excelente
acople entre el sistema utilizado para generar los dos haces a interferir (rejilla de difraccién y
filtrado de uno de los 6rdenes) y el sistema formador de imédgenes, esto se puede evidenciar por dos
caminos: primero porque la frecuencia de franjas obtenida es suficiente para el correcto registro de
los hologramas, cumpliendo el principio de Nyquist y segundo porque el contraste de las mismas
es Optimo no solamente para su visualizacién, sino también para la obtencién de la informacién
de fase deseada. Con el disenio realizado del DMP se logra una resolucién lateral de 0,87um,
lo cual es 6ptinmo para los propdsitos de esta tesis en cuanto a la medicién de tamanos y tipo
de muestras a estudiar. E1 DPM es una configuracién altamente estable mecdnicamente, ya que
cualquier perturbaciéon mecéanica afecta por igual a los haces de referencia y objeto, eso se puede
evidenciar por la estabilidad temporal de las franjas, los registros realizados y la informacion de
fase que fue posible extraer de ellos.

Al igual que en cualquier otro microscopio, se evidencia la dificultad para el enfoque de las muestras
traslicidas, no solo porque afectan minimamente la amplitud del campo 6ptico con el que son
iluminadas, sino también por los limites Opticos para definir el plano de mejor enfoque, lo que
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limita la reconstruccién plano-imagen, por esta razoén, en algunas ocasiones también se propaga el
campo por medio del algoritmo del espectro angular.

La estrategia para filtrar la informacién de las altas frecuencias debidas al objeto y convertir el
orden +1 en haz de referencia por medio de una micro lente a cambio de un pinhole, fue efectiva,
esto se evidencia porque la informacién de fase reconstruida contiene un minimo de ruido.

Respecto a las muestras de sangre periférica

El hecho de contar con muestras de sangre periférica de pacientes sanos y enfermos fue una ventaja
enorme, ya que esto facilité el establecimiento de parametros de comparacién entre sus respectivas
células. Para la identificacién de las células bldsticas en cada poblacién, fue necesario determinar un
parametro de diferenciacion. Para separar las células linfociticas en las poblaciones sanas y enfermas,
para su posterior caracterizacion, se siguieron los protocolos ya establecidos, después de este proceso
se observd una pequena contaminacién de glébulos rojos, normal en este tipo de experimentaciones,
lo cual no impidié el correcto analisis de las muestras aisladas. Las muestras fueron conservadas a
37°C lo que permitié su manipulacién y observacion en dias diferentes, facilitando su estudio.

Respecto a la diferenciacién de blastos por DPM

Tomando para andlisis las muestras de sangre de dos pacientes sanos y dos pacientes enfermos,
haciendo la respectiva separacién de los linfocitos y luego de obtener de ellos, los mapas de amplitud
y diferencia de fase por la técnica del DPM y realizar la medicién de sus tamanos, se pueden
identificar claramente cinco rangos de tamanos en las células enfermas y cuatro rangos en las
células sanas, por microscopia éptica con una magnificacion de 40x. Por DPM se registra una
menor muestra de células enfermas y sanas obteniendo tres rangos de tamaifio para células sanas
y cuatro rangos para células enfermas, pero siguiendo el mismo comportamiento que lo observado
por microscopia éptica. Esto nos da indicios de la efectividad de la técnica del DPM para la
identificacion morfométrica de los blastos estudiados. De acuerdo con lo anterior y comparando con
valores de tamanos previamente reportados [2], se puede asumir que:

Para las células sanas que estén en el rango (5,45um — 6,08um) son glébulos rojos y corres-
ponden al 8,5 % de la poblacién total estudiada, los que estan en el rango (7,62um — 7,49um)
son linfocitos T y B y corresponden al 57,4 % de la poblacién total, los que estan en el rango
(9,89um — 12,63 m) son linfocitos activos y corresponden al 34,1 % de la poblacién total. Lo
anterior evidencia la efectividad de la técnica en cuanto al establecimiento de la existencia
de linfocitos T y B, con contaminaciéon de glébulos rojos en la sangre periférica de los pa-
cientes sanos. No fue posible cuantificar tamano monocitos por DPM, pero en el estudio por
microscopia éptica se comprueba la presencia de esta poblacién con un didmetro promedio

de (17,57 + 1,84).

Para las células enfermas se encuentran 4 rangos con el DMP. Los que estan en el rango
(8,15umald,51um), lo que corresponde a los grupos B,C y D, se asocian a linfoblastos, es
decir, linfocitos inmaduros y corresponden a 88 % de la poblacién. Las células que estén en
el rango de (14,97um — 17,39um), se asocian a monocitos, no se registra contaminacién de
glébulos rojos.
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Respecto a las diferencias de fase y como consecuencia a los valores de indice de refracciéon medidos,
se observa que cada tipo de célula mononuclear (Linfocitos T, B y monocitos), tiene un indice de
refraccién absoluto diferente, permitiendo con esto que podamos proponer al indice de refraccién
como un parametro diferenciador entre ellas. Las células sanas presentan en promedio indices de
refraccién un 9 % més bajo que el indice de refraccién de las células enfermas.

Se concluye entonces que el microscopio de cuantificacion de fase al permitir la medicién de tamano
e indice de refraccion de células de sangre periférica de personas sanas y pacientes con LLA, se
configura como una herramienta aplicable y 1til para diferenciar células sanas de enfermas.

5.2. Recomendaciones y Trabajo a Futuro

Tomando en cuenta los resultados y las conclusiones de la presente tesis, y con el objetivo de seguir
perfeccionando la técnica, se realizan las siguientes recomendaciones:

Aumentar el tamafio de la muestra de donantes sanos y enfermos para el estudio de linfocitos
por DPM para hacer un andlisis estadistico lo suficientemente amplio que aumente el grado de
confianza a los resultados reportados; tener una mayor poblacién de donantes sanos y enfermos con
diferentes lineas de sangre y en diferentes estadios de enfermedad da mayor grado de confianza a
los resultados y permite una mayor generalizacion de los parametros de diferenciacion.

Como trabajo a futuro estéa el proyecto que se ha propuesto con el Instituto Nacional de Cancerologia
a Inversion Nacidn, para financiar la investigacién en una poblacion méas amplia de donantes. La
obtencién, diferenciacién, conservacion y desecho de muestras requiere de protocolos y condiciones
éticas que un trabajo en colaboracién facilita el proceso. El objetivo de la colaboracién es establecer
un parametro de diagnodstico que pueda ser reproducible en centros de salud del pais para la
deteccién temprana de leucemia.

Se contempla también la posibilidad de extender el andlisis a las otras lineas de leucemia para
encontrar similitudes o pardmetros de diferenciacién entre ellas, estudiar las células en diferentes
estados de maduracién de la enfermedad y en diferentes etapas de tratamiento del paciente para
observar la evolucién en el tratamiento.

El microscopio de fase por difraccién ha mostrado ser un instrumento 1til para el estudio de objetos
traslucidos y biolégicos de dimensiones en el orden de las décimas de micrémetro y su versatilidad
y estabilidad mecénica, ademdas de no requerir propagacién en la reconstruccion digital le hace
aplicable al estudio de otro tipo de objetos con estas dimensiones.

5.3. Productos

La implementacion de la técnica de esta tesis ha sido presentada en:

e Evento: XV Encuentro Nacional de ()ptica
Lugar: Bucaramanga, Colombia.
Fecha: 20-24 de Noviembre 2017.
Trabajo: Microscopia de Fase por Difracciéon para el estudio de sangre periférica
de pacientes con Leucemia Linfocitica Aguda
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Modalidad: Oral

Los resultados de esta tesis estan sometidos para presentarse en un congreso
internacional:

e Evento: Photonics Europe
Lugar: Estrasburgo, Francia.
Fecha: 22-26 de Abril de 2018.
Trabajo: Recognition of Blastic Cells in Human Peripheral Blood by Diffraction
Phase Microscopy.
Modalidad: Poster
Proceeding: Recognition of blastic cells in human peripheral blood by diffraction phase mi-
croscopy, Proceedings Volume 10677 doi:10.1117,/12.2307052

Ademas de los eventos internacionales, se realiz6 la siguiente estancia internacional:

e Universidad: Instituto Beckman, Universidad de Illinois.
Lugar: Urbana Champaign, IL. Estados Unidos.
Grupo de investigacién: Quantitative Phase Imaging.
Director: Gabriel Popescu.
Fecha: 5 de Septiembre al 7 de Octubre 2016.
Actividades realizadas: Trabajo tedrico-experimental para adquirir conocimientos acerca
del Microscopio de Fase por Difraccién.

Actualmente se ha propuesto un proyecto de investigacion en colaboracién

e Institucion: Instituto Nacional de Cancerologia, en colaboracién con
Grupo de investigacién: Grupo de Optica Aplicada (GOA)
Lugar:Bogota, Colombia.
Investigador Principal Orlando Bonell Patifio Escobar
Titulo del Proyecto: Microscopia de Fase por Difraccién para la caracterizacion de blastos
en sangre periférica como método de diagndstico de leucemia linfoblastica.
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A. Anexo A: Protocolo Separacidon Linfocitos

A continuacién, se plantea un procedimiento para separar in vivo, linfocitos de sangre periférica.
Con base en las recomendaciones del protocolo sugerido por el proveedor de Ficoll [85], se describe
un método de separacién especifico para las condiciones experimentales dadas en el laboratorio de
Biofisica de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogota.

Materiales
Para separar linfocitos en 2ml de sangre centrifugando en dos tipos de tubo:

1. Ficoll GE Healthcare: Cada 100m! contiene Ficoll PM400, 5, 7gr, Diatrizoato de Sodio, 9, 0gr,
con Edetate Calcio Disodio en agua purificada U.S.P. (4ml)

2. Tubos de ensayo de dos tipos: con base cénica Falcon 15ml (Tipo A) y con base esférica (Tipo
B), ver figuraA-1.

3. Pipetas

4. Tubos de centrifugado

5. Centrifuga

6. Solucién salina para balanceo de muestras PBS 1X (2ml)

7. Sangre periférica (2ml): La muestra debe anticuagularse y mantenerse entre 18 y 20°C' durante
el procedimiento para conservar las propiedades de las células. La sangre se recoge en tubo
BD Vacutainer Citrato de Sodio (Na).

Se realiza la purificacién de linfocitos en dos tubos con diferente base, una cénica y otra esférica,
esto con el proposito de probar si la forma del tubo de ensayo usado en la centrifugacién influye en
la separacién.

Preparacion de la muestra

Se sirven 4ml de sangre en un tubo de ensayo (no es relevante su forma) y con una pipeta previa-
mente esterilizada se sirven 4ml de PBS y se mezcla por inmersion, como consecuencia la densidad
de sangre disminuye y el volumen de la solucién aumenta.
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Montaje de la muestra

Segun el protocolo dado por el fabricante, se destapa el frasco de Ficoll quitando la cobertura
metdlica sin romperla. Se pone boca abajo y con una jeringa sin aire en su interior se extraen 4ml
de la sustancia. En cada tipo de tubo (A y B) se depositan 2ml de Ficoll. Con una pipeta diferente
se depositan 2ml de la solucién de sangre en el tubo tipo A y otros 2ml en el tubo tipo B. Se
debe depositar sobre la pared interna del tubo inclinado, de tal forma que cuando la sangre haga
contacto con el Ficoll se minimice su mezcla. Se debe dejar reposar la solucion de tal forma que
la interface entre el Ficoll y la sangre se estabilice antes de centrifugar. Los tubos con la solucién
(sangre + Ficoll) se tapan y se masan. Debe verificarse que la masa de todos los tubos (El tipo A
y tipo B) sea la misma para equilibrar el sistema en la centrifuga y disminuir las fuentes de error.

Separacion

En los tubos de centrifugado se colocan dos tubos tipo A de la misma masa en lados opuestos y dos
tubos tipo B en lados opuestos para equilibrar las fuerzas. Los dos tubos que no tienen preparacion se
llenan con hipoclorito. La centrifuga se debe programar para generar 400 gravedades, que equivalen
a 1519 revoluciones por minuto (RPM) segtin el cdlculo dado por fabricante (Referencia Centrifuga).
En esta primera experiencia se establecié experimentalmente un valor de 1580 RPM durante 30/
(manteniendo el rango del 10 % de discrepancia). En la figura A-1 se observa el resultado de la
separacion en los dos tubos, en ella es posible distinguir la banda de linfocitos que ha sido purificada.
En orden ascendente se encuentran los glébulos rojos, el Ficoll, la banda de linfocitos y el plasma
(suero), separados por densidades. La banda purificada de linfocitos es distinguible en los dos tipos
de tubo, esto implica que, para cualquiera de las dos formas de la base, el proceso es efectivo.

Figura A-1.: Separacion de linfocitos de glébulos rojos por centrifugado en dos tubos de precipi-
tado diferentes.
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Separacion y Lavado

De esta primera separacién, se recoge el suero de la parte superior de cada tubo con una pipeta
esterilizada diferente, succionando en circulos, pero sin tocar la banda de linfocitos. Posteriormente,
se recoge la banda de linfocitos con otra pipeta de la misma forma pero recogiendo un poco de Ficoll
de la siguiente banda y se almacena en otros tubos de ensayo. Después de la separacién se realiza
el lavado, es decir, volver a centrifugar para decantar los linfocitos y retirar el Ficoll restante. Para
ello, a los linfocitos se les agrega un volumen de medio de cultivo estéril (RPMI), considerablemente
mas alto que el de la banda para asegurar la separacion entre estas y el Ficoll. En este caso, a la
banda que se recogié del tubo de base esférica se le agregd unos mililitros de antibiético para evitar
que la muestra se contamine con bacterias porque la esterilizacién del tubo no estaba asegurada.
Se procede a centrifugar un tubo con glébulos rojos para lavarlo y los tubos con las dos bandas
de linfocitos. La centrifugacién se hizo por 10’ a 1000 RPM, pero fue necesario repetirla bajo las
mismas condiciones. Como resultado, las células linfociticas se decantan y en la parte superior de
los tubos se encuentra el sobre lavado; plaquetas y algunas células linfociticas que no decantaron
con el Ficoll restante.

Se recomienda volver a lavar, es decir, extraer las células decantadas, volverlas a mezclar con mas
medio de cultivo y centrifugar por 10’ mas a 1020RP M. Es 1ltimo paso no se realizé en la primera

prueba.

Analisis de las muestras

Se observd en un microscopio 6ptico una muestra de sangre diluida, una de sobre lavado y una
de los linfocitos purificados a diferentes densidades. Las imagenes de la figura A-2 nos llevan a
concluir que la purificacién en los dos sistemas (los dos diferentes tubos) funciona porque es posible
observar linfocitos puros en la muestra. En el sobre lavado se encuentran plaquetas y uno que otro
glébulo blanco, por lo tanto, es necesario centrifugar mas para aumentar la pureza.

Figura A-2.: Linfocitos purificatos vistos por microscopio éptico a una magnificacién de 40x

En sintesis, los dos tipos de tubo de ensayo son ttiles para realizar el proceso de purificacién de
linfocitos. Los pardmetros dados a la centrifuga para la separacién son apropiados, pero es necesario
aumentar el tiempo en la centrifuga para el lavado. Sin embargo, la metodologia implementada en la
prueba funciona para diferenciar globulos rojos y células linfociticas, que es el objetivo principal para
obtener las muestras de prueba en el marco de estudio de sangre periférica que se esta desarrollando.
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Bogotd, septiembre 13 de 2016

Profesor
Freddy Alberto Monroy Ramirez
Departamento de Fisica

Respetado Profesor:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunion realizada
el dia 13 de septiembre de 2016 (Acta 16), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por
usted. Como resultado de esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto
final.

Proyecto: Caracterizacién de blastos en sangre periférica humana por medio de difraccién de fase.

Responsables: Caori Alejandra Organista (Tesista de Maestria en Ciencias Fisica) y Freddy
Alberto Monroy Ramirez (Director de Tesis, Grupo de Optica Aplicada).

Observaciones:

En esta investigacién se empleardn muestras de sangre periférica de pacientes con Leucemia
Linfocitica Aguda (LLA) y blastos de médula dsea. Esta muestras seran preparadas como
extendidos en placa, obtenidas y manipuladas bajo estrictos protocolos de bioseguridad en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Cancerologia, institucién que aplicaria el
Consentimiento Informado para la obtencién de las muestras biol6gicas.

Los aspectos de Propiedad Intelectual se estableceran segun los lineamientos del Acuerdo 035 de
2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.

Concepto: Avalado.

LUISF ANDO OSPINA G.
Coordinador Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
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