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Resumen

En este proyecto se buscé analizar las variaciones mecénicas de la cdrnea al incrementar el
liquido dentro de la cdmara anterior del globo ocular por medio de un arreglo de tomografia de
coherencia dptica (OCT). El sistema permite caracterizar el ancho de la cornea y obtener una
sefial tomografica en 2D por medio de una sola exposicion. Se disefi6 un sistema de
microinyeccion para variar el incremento de la presion en el ojo a medida que se registraba el
evento. La cantidad de liquido ingresado al tejido es correlacionada con el desplazamiento que
sufre la cornea.

Cabe sefialar que este trabajo fue una prueba de principio para corroborar si la técnica de OCT es

capaz de resolver estos pequefios cambios de forma no invasiva. Lo anterior podria ayudar a
cuantificar los estados diferenciales de presion en el ojo como una posible alternativa en la
deteccidn temprana de glaucoma, una patologia que ocurre al haber un aumento en la presién
intraocular y que solo es perceptible cuando estd avanzada.

Se realizaron pruebas en tres grupos de globos oculares para determinar la representatividad
cuantitativa de aquellos grupos de acceso mas facil comparados con un grupo post mortem de
pocos minutos. Los resultados obtenidos confirman que este sistema puede detectar y medir las
diferencias mecanicas entre los tres grupos.
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1 Introduccidén

En el presente trabajo se desarrolla un sistema 6ptico junto a uno de micro inyeccion para analizar
variaciones intraoculares en 0jos porcinos in vitro. Este sistema se compone de un arreglo OCT en
el dominio de Fourier single-shot, que permite grabar y procesar las im&genes tomograficas en
tiempo real.

El desarrollo de técnicas dpticas no destructivas como OCT ha permitido caracterizar desde fibras
Opticas hasta estructuras biologicas complejas. Esta técnica puede recuperar informacion en
profundidad desde un solo punto en la muestra, hasta un volumen [1]. Es un método no invasivo
que permite realizar una biopsia Optica (analiza el interior sin un corte) y puede examinar
axialmente la informacion. Actualmente OCT es utilizada en el area de oftalmologia para
determinar varias patologias y llevar a cabo seguimiento de pacientes [2]. También se ha explorado
diversas configuraciones de OCT enfocadas a detectar propiedades mecanicas como son
deformaciones. Esto es posible gracias a la alta resolucion y sensibilidad de la técnica que puede
detectar pequefios desplazamientos en la cdrnea [3,4,5]. En estas pruebas se pueden analizar
pequefias deformaciones de la cornea debidas al incremento de la presion intraocular (P10).

El trabajo propuesto toma como punto de partida la realizacion de una montura ad-hoc que emule
la cavidad orbital del craneo que aloja el globo ocular y que permita colocar las muestras durante
las pruebas del sistema Optico. Las muestras de globos oculares son porcinas, dado que se ha
demostrado que son un modelo muy parecido al ojo humano [6,7,8]. Ademas, se desarrolla un
sistema de microinyeccion para introducir de forma controlada variaciones en el PIO modificando
la velocidad, cantidad y duracion de la micro inyeccion.

El trabajo analiza tres diferentes grupos de muestra para el estudio. Cada uno de ellos presenta
distintas condiciones de conservacion a fin de poder determinar cuél de ellos tiene una respuesta
mas cercana al grupo de control. El sistema OCT graba de forma continua sobre la cdrnea durante
la inyeccion del liquido, los patrones de franjas son convertidos a imagenes tomograficas en donde
por medio de la fase Optica se pueden obtener los mapas de desplazamiento.

Los resultados para estas pruebas hacen patente la existencia del mecanismo de drenado en los
globos oculares post-mortem de 30 minutos comparados a los que habian sido refrigerados y
escaldados. Con este sistema es posible detectar desplazamientos a partir de unas cuantas decenas
de micrémetros, por lo que la sensibilidad permitird generar mapas de deformacién diferenciales.

La descripcion del trabajo se organiza y presenta en 4 capitulos, el capitulo 2 presenta los
fundamentos oOpticos y la teoria basica para OCT y anatomia del globo ocular. En el capitulo 3 se
hace la descripcion del arreglo experimental OCT, asi como del disefio de las monturas para las
muestras, el sistema de microinyeccion y la metodologia empleada en las pruebas que se llevaron
a cabo. En el capitulo 4 se presentan los resultados de las pruebas en los tres grupos y, por ultimo,
en el capitulo 5 se encuentra una discusion y las conclusiones del trabajo desde una perspectiva de
estudio de materiales.



2 Fundamentos teoricos

2.1 Tomografia de coherencia optica

La técnica de tomografia de coherencia optica (OCT) permite obtener imagenes de alta resolucion
de las diferentes capas de profundidad de una muestra. Los objetos utilizados por excelencia son
aquellos que tienen una baja dispersion de la luz, es decir, que las particulas que los conforman
permiten que todos los fotones (puntos de luz) que inciden sobre ellos, puedan regresar por el
mismo camino [9]. Para caracterizar los modelos se utiliza la interferencia optica que parte de la
superposicion de dos 0 méas ondas. La superposicion de ondas puede ser constructiva o destructiva
(figura 2.1). La interferencia constructiva se conforma por la suma de su amplitud, dado que ambas
se encuentran en fase. Mientras que la destructiva presenta un desfase, donde las crestas de una
concuerdan con los valles de la otra.

Interferencia Interferencia
Constructiva Destructiva

+ +

S2 /\/\/\/ S2

S1+S52 SI1+S2

Figura 2.1 Diagrama de interferencia constructiva y destructiva. Del lado izquierdo se tiene la suma de dos ondas que se
encuentran en fase y la suma de ellas crea una onda con mayor amplitud. En la derecha esta la interferencia destructiva
donde ambas ondas estan en desfase y su suma es una resta de sus amplitudes.



A la fecha no existe dispositivo que nos permita capturar las variaciones de un campo
electromagnético (superposicion de ondas), por lo que se utilizan detectores capaces de captar la
irradiancia (flujo de energia por unidad de area). Esta irradiancia es proporcional a la norma del
cuadrado de una magnitud:

I = |E;|? = E;Er * (ec.2.1)
El campo magnético de una onda se determina por:
Agel®o (ec.2.2)
donde A, es la amplitud de la onda y ¢, es su fase.

La fase cuenta con informacion del camino dptico a lo largo de la trayectoria del haz. EI camino
Optico esta dado por la multiplicacion de la distancia geométrica, el indice de refraccion del medio
(n) y el nimero de onda (k). El indice de refraccion esta dado por la diferencia de velocidad que

. , . , 2
tiene la onda en el vacio comparada con la del medio al que entra. EI nimero de onda (k = 7”)

dado por la longitud de onda de la fuente utilizada (4).
La interferencia de dos ondas captadas por un sensor esta representada como:
I =|Ae +A2ei"’2|2 (ec.2.3)

donde se cuenta con diferente amplitud y fase. Expandiendo la (ec. 2.3) siguiendo el principio de
la (ec. 2.1) obtenemos:

I= Aje'®1 x Aje™1 4+ A,e'P2 x Aye P2 + Ae'P1 5 Aye™iP2 + A e P15 A,e'P2 (ec.2.4)
Ahora multiplicando cada término y simplificAndolos se tiene:

I = A2+ A3+ Ay A,eiP27¢0 1 A« A e ($2700) (gc,2.5)
Continuamos con los dos Ultimos términos los cuales tienen la misma base:

[ = A2+ A% + Ay = A,[e92791) 4 =i(2=¢)] (ec. 2.6)

elt o—if

Utilizando la entidad de Euler y de cosenos [cos 0= ] reescribimos la ecuacion anterior:

2
I = A2+ A5+2xA;*A,cos (P, — Py) (ec.2.7)

donde los primeros 2 términos son considerados como término de fondo (DC, por sus siglas en
inglés) y el ultimo con la multiplicacion de las amplitudes (contraste de franjas) y término de
interferencia [10]. Como ejemplo vamos a definir A3 + A3 =128, 2xA; * A, = 127 y con el
termino coseno que va de -1 a 1 dependiendo de la diferencia de fase, se genera un patron de
interferencia como el de la figura 2.2, donde los valores van de 1 a 255.



255 128+127(1)
128+127(0)
1 128+127(-1)

Figura 2.2 Patrén de interferencia a 8 bits

Ahora considerando no solo la interferencia de ondas, sino de frentes de onda (conjunto de varias
ondas), podemaos caracterizar su diferencia de camino 6ptico y nos permitiria obtener informacion
sobre dos sefiales. Suponiendo que este se direccione a una superficie especular, es decir, sin
alguna imperfeccion. Y el otro cuenta con un perfil circular, es posible recopilar la diferencia entre
ambas superficies.

La (ec. 2.7) cuenta con el término de diferencia de fase [4¢ = (¢, — ¢1)], que contienen la
informacién de diferencia de camino Optico de dos ondas. Si definimos ¢, = kzy —wt y
definiendo la diferencia de camino geométrico (z, — z;) obtenemos:

A(I) = kZZ - kZl = k(ZZ - Z1) (ec. 2.8)
De esta manera podemos obtener la diferencia entre dos puntos.

Existen las fuentes de luz que son coherentes, es decir, que tienen una sola longitud de onda (4).
Estas fuentes son utilizadas para generar patrones de interferencia para caracterizar dos frentes de
onda, donde la diferencia de distancia entre ellas no sea mayor a la longitud de coherencia de esa
fuente. La ecuacion para la longitud de coherencia de una fuente esta dada por:

2
L=—— 2.
Y (ec.2.9)

donde L es la longitud de coherencia de la fuente, A es la longitud de onda de la fuente, n el indice
de refraccion del medio y AA es el rango de las longitudes de onda de la fuente. Si A1 es mayor a
uno podemos ver que la longitud de coherencia tiene un menor valor [11].
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Figura 2.3 Interferometro de Michelson donde el espejo de referencia se desplaza en la distancia zR para modificar la
diferencia de camino dptico.

Para poder explicar el fendmeno de interferometria, se utiliza un interferometro de Michelson
(figura 2.3). Este cuenta con un divisor de haz 50/50 (haz refractado/haz transmitido) donde cada
brazo tiene la mitad de la intensidad de la fuente inicial. La diferencia de camino Optico entre
ambos brazos no puede ser mayor la longitud de coherencia de la fuente, sino se perderia la
interferencia. La intensidad recombinada por ambos haces es captada por un sensor como un patrén
de interferencia (figura 2.4). Donde a mayor cantidad de franjas (claras y oscuras), se obtiene una
mayor diferencia de distancia o camino optico.
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Figura 2.4 Patron de interferencia cosenoidal creado por la superposicion de dos frentes de onda.

Los sistemas OCT utilizan fuentes de baja coherencia, con un amplio ancho de banda, es decir,
estd conformada por diferentes longitudes de onda. Un ejemplo de estas es los diodos
superluminiscentes (SLED, por sus siglas en inglés). El principio de estos es una unién p-n donde
al tener una polarizacion hacia adelante se genera una emision amplificada espontanea con un
ancho de banda de 5 hasta 750nm. [12]. Por otro lado, la caracterizacion de muestras se divide en
3 tipos de escaneo (figura 2.5). EI A-scan es considerado como el escaneo de una muestra en un
solo punto. Por ejemplo, se escanea un punto de la muestra a profundidad para obtener informacion
de sus diferentes capas (figura 2.5 A). El segundo caso es el B-scan, en este la muestra es analizada
en dos ejes, donde se tiene la profundidad y el ancho de la muestra. Se puede obtener un perfil de
profundidad en diferentes puntos de la muestra a lo largo de un eje (figura 2.5 B). El ultimo, es el
C-scan, para este se recopila informacion en los 3 ejes cartesianos. Se realiza un barrido
(reconstruccion) de la muestra a su profundidad, ancho y altura. Para esto se utiliza por ejemplo
un espejo movil para redireccionar el haz de incidencia y es captado por el sensor (figura 2.5 C)
[13].

OCT permitié cubrir un espacio entre los sistemas de escaneo como lo son el ultrasonido y
microscopia oOptica y confocal. EI primero cuenta con una resolucién axial de entre 0.1-1mm,
mientas que los microscopios tienen resoluciones menores a 1 micra.
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Figura 2.5 Tipos de escaneo para sistemas OCT.



Las técnicas de OCT cuentan con una resolucién entre 1-10 micras y una penetracion de 2 a 3mm.
La Unica limitacion de la técnica es la retrodispersion de la luz, pues en muestras con alta dispersion
se pierde la mayor cantidad de fotones dentro de la muestra de regreso al sistema. Esto lleva a una
atenuacion de la intensidad inicial de la fuente [14,15].

2.1.1 OCT temporal

El primer sistema utilizado para las aplicaciones médicas (especificamente oftalmologia), fue el
creado en los afios 90 [16], pues fue el primero en poder caracterizar las estructuras internas del
0jo, como la retina y la esclera. Por medio del espejo de referencia es posible analizar a
profundidad la muestra. Se recupera un perfil de reflectancia a una profundidad diferente en cada
exposicion. Al tener una fuente con una longitud de coherencia corta, esta se compone de
diferentes As. Con ello la penetracion de la muestra tendrd una mayor cantidad de puntos, porque
cada A se alina a una cierta profundidad. En la figura 2.6 se tiene un sistema OCT temporal basado
en un interferdbmetro de Michelson acoplado por fibras Opticas hacia el espejo de referencia y la
muestra. El espejo de referencia (ER) cambia de distancia para recuperar cada una de las capas de
muestra. Mientras que un segundo espejo (EM) frente a la muestra permite redireccionar el haz, y
capturar informacion en un segundo eje en la muestra. Ambos haces son recombinados en el
acoplador de fibras y finalmente es captado por un sensor. Esta técnica consta de diferentes
escaneos en profundidad y otro lateral. Por ello, el tiempo de duracion de exposicion de la técnica
es proporcional al tiempo de barrido del sistema.

N
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Referencia <>
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Figura 2.6 Sistema OCT temporal para caracterizar muestras en 2D por medio del espejo de escaneo lateral (EM).



2.1.2 OCT espectral

El primer OCT espectral aplicado en el area médica fue el creado por Wojtkowski y colegas en el
afio de 2001 [17] y se utilizd para caracterizar una ufia. En aquellos tiempos la técnica era rapida,
pero su procesamiento era muy lento. Al siguiente afio el grupo mejor6 su procesado y en 20
segundos obtuvo una imagen de 500x500 pixeles lo que permitio considerarse para aplicaciones
médicas.

Estos sistemas constan de una fuente de baja coherencia con un ancho de banda amplio. Se utiliza
un interferdmetro de Michelson acoplado por medio de fibras y un espectrometro que capta la
senal de ambos brazos por un sensor 1D, el cual registra la informacion a profundidad de un punto
en la muestra. Es posible afiadir un espejo para escanear la muestra, como en el caso del OCT
temporal, para obtener un B-scan. La ventaja de este método con el anterior es que no es necesario
modificar el espejo de referencia, sino que todo el espectro de la fuente es separado en sus
diferentes As, y estas contienen informacion de cada capa interna.

En la figura 2.7 podemos apreciar este arreglo donde se tiene el espejo de referencia estatico (ER)
en un brazo y en el otro la muestra de interés. Se obtiene informacion de ambos brazos y se hace
interferir entre ellos para luego llegar un espectrémetro y captar la sefial. Las longitudes de onda
captadas dependeran del espectrometro. Ya que estos cuentan con un filtro para ciertas longitudes
de onda.

Referencia
Fib
Fuente ora
acopladora
ER
Espectrometro %
N
| 1 Muestra

Transformada |
> .

. 1

S, S,

Figura 2.7 Sistema OCT espectral acoplado con fibras donde en la parte inferior se tiene una sefial (A-scan). Luego de la
transformacion al dominio de frecuencias, es posible ver las dos superficies de la muestra.



La sefial captada esta compuesta por diferentes elementos. En la figura 2.8 se observa un A-scan
donde se tiene el termino DC, los términos de autocorrelacion (S1S2) y los de correlacién cruzada
(rS1y rS2). El primero esté dado por el termino de fondo de la sefial. EI segundo es la interaccion
entre cada una de las capas de la muestra. El ultimo, describe la relacion o diferencia entre el espejo
de referencia y cada una de las superficies de la muestra, por ello se encuentran divididas entre si.
rS1 es considerado como la comparacion de la primera capa de la muestra con el espejo de
referencia. Para poder obtener el punto de mayor sensibilidad en un sistema (zero delay line), es
posicionada generalmente cerca de la primera superficie del objeto de analisis [18].

Término Vi
DC

Termino
Autocorrelacion

A

rS]* rSO* 8182 SIS2*

Figura 2.8 A-scan de una estructura con dos capas donde se tienen los términos de correlacion cruzada en cada extremo y los
términos de autocorrelacion cercanos al término DC.

2.1.2.1 OCT en el dominio de Fourier

Dentro de los sistemas OCT espectrales se tiene el del dominio en Fourier. Tiene la peculiaridad
de utilizar un sistema de rejillas de difraccion y lentes que enfocan la sefial interferometrica a un
sensor 1D. Este arreglo optico funciona como un espectrometro, pero la ventaja es que no se limita
las longitudes de onda por el espectrometro. Sino que se utiliza todo el ancho de banda y ademas
es posible utilizar diferentes sensores para cubrir todo el espectro de la fuente. Para captar esta
sefial se utilizan normalmente sensores 1D [19]. Con esto se registran A-scans y por medio de un
espejo frente a la muestra se redirecciona el haz de incidencia para crear B-scans.

Existen los sistemas con una sola exposicion donde se obtiene un B-scan por cada cuadro grabado.
Tal es el caso del sistema propuesto por Teramura [20] que se encuentra en la figura 2.9. El arreglo
experimental consta de una fuente con ancho de banda amplio, un interferdmetro de Michelson,
lentes cilindricas y una rejilla de difraccién que permite generar un patrén de interferencia y es
captado por un sensor 2D. Las lentes cilindricas contienen su potencia en un solo eje, es decir, que
en el momento que la luz pasa por ellos, la potencia de enfoque se reduce a un eje, mientras que
en el otro eje continua su trayectoria sin cambio alguno. La figura 2.10 explica el sistema de lentes,
la distancia focal y su trazado de rayos.
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Figura 2.9 Sistema OCT en el dominio de Fourier que permite obtener un B-scan por medio de un sensor 2D.
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Figura 2.10 Configuracidn de lentes entre el objeto y el sensor enfocados en diferentes ejes.
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El arreglo consta de una fuente SLD que es dividida por medio de un divisor de haz (BS, por sus
siglas en inglés) en donde uno va hacia el espejo de referencia (ER) y el otro hacia la muestra. Esta
es enfocada por medio de una lente cilindrica LCyl (con potencia optica en el eje “y”). A su
distancia focal se logra obtener una linea delgada de luz paralela al eje “y” con la altura del
diametro del haz de luz inicial. El espejo de referencia es utilizado para colocar el “zero delay line”
dentro del sistema y cerca del punto focal donde se encuentra la primera capa de la muestra, y por
medio del FI (filtro atenuador de intensidad) se ajusta la potencia. Se recombinan los haces en el
BS y contintian hacia una segunda lente cilindrica (LCx1) la cual enfoca el sistema paralelo al eje
“x”. El camino éptico continua hacia una rejilla de difraccion (G), refleja y dispersa la luz en
diferentes drdenes. Si el haz incide normal a la G, se regresa por el mismo camino. Por otro lado,
a cierto grado de rotacion, se tiene el orden 1,0 y -1, donde se tiene todo el contenido del haz
dividido en sus diferentes lambdas (figura 2.11) ya sea en -1 0 1. Para optimizar la respuesta de la
sefial se utilizada una rejilla dentada donde el orden 1 contiene la m&xima ganancia. El haz va
hacia un tercer lente (LCy2) enfocado en el eje “y”” que contiene el haz esparcido dentro del sensor
(CCD) a su distancia focal. Este arreglo es considerado como 4f, porque la distancia focal de LCx1
es la que determina el tamafio del arreglo.

Mdaxima
! Ganancia

Rejilla de Haz de Intensidad

difraccion

incidencia Atenuada

-1 Minima
Ganancia

Figura 2.11 Rejilla de difraccion la cual refracta en diferentes 6rdenes. El orden 1 contine la maxima ganancia, el 0 una
intensidad atenuada y -1 la minima ganancia.

La ventaja de este arreglo es poder tener en una exposicion un B-scan. Este se caracteriza por tener
un mapa y-A. Donde el eje “y” contiene el ancho de la muestra y “A” las diferentes capas a
profundidad. Para mejorar los resultados, es necesario un método de apodizacion el cual corrige la
dispersion de la energia en los extremos del interferograma. Una vez obtenida la exposicion es
procesada digitalmente y es multiplicada por una de las ventanas conocidas como lo son gaussiana
o welch, donde la seleccidn de esta depende de la sefial que tengamos y la respuesta final que se
busca. La rejilla dispersa la luz diferente para cada longitud de onda, por lo tanto, por medio de
una conversion al sistema k (vector de onda), es posible corregirlo y también la no linealizacion.

En la figura 2.12 se tiene una sefial OCT de un cubreobjetos capturada con el sistema anterior. Se
tienen las dos capas del objeto reflejadas en cada uno de sus extremos debido a la naturaleza de la
transformada de Fourier. Los términos de correlacion cruzada (Z1y Z2) y sus conjugados (Z1* y
Z2*) estan en cada extremo. Mientras que en la parte central se encuentra el termino DC de la sefial
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y los términos de autocorrelacion. La primera superficie Z1 esta més intensa comparada con Z2,
esto porque se encuentra mas alejada de la “zero delay line”.

Autocorrelacion

y —— ——

R
>

> K

A

R7Z2*% RZI* ZZI1* ZI1Z2* ? Z172 ZZ1 RZl RZ2

DC

Figura 2.12 B-scan obtenido por medio de un sistema OCT en el dominio de Fourier de un portaobjetos.

2.1.3 Procesamiento de fase

Tomando la ec. 2.7 se tiene el equivalente para un sistema OCT en el dominio de Fourier:

1) = I + 2 Z JT Ty cos[dn (k)] + 2 Z Z ST cos[m (k) — ¢ (K)] (ec.2.10)

n=1 n>m=1

Donde el primer término es el de fondo (Iy) o DC, el segundo contiene la interferencia entre el haz
de referencia (1,) y las capas de la muestra (1,,) conocido como correlacion cruzada. El tercero es
la interferencia entre los perfiles de reflectancia de cada capa (I,,1,,, con n>m). Este término de
dos sumatorias representa las interacciones entre las diferencias capas de la muestra
(autocorrelacion). La fase Optica ¢,, (k) describe la estructura de cada capa (n) con respecto al haz
de referencia.

La fase Optica se encuentra dentro del campo eléctrico que regresa de ambos brazos del
interferdmetro. Llevan informacion de las diferencias de camino Optico, que puede ser traducida a
cambios estructurales. La diferencia de fase ¢,, (k) — ¢,, (k) puede ser expresada por medio de las
frecuencias en el espacio k ( ¢, (k) — ¢, (k) = 2n(f,, — f)k). Y a la vez utilizando las
frecuencias para cada una de las capas de la muestra (f,, — f,)k = (z,, — z,)/m, se obtiene la
diferencia de distancias geométricas.
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La fase de la capa n de la muestra puede ser caracterizada como:

4
Pn(D) = Ppo(1) + TZn (ec.2.11)

donde el primer término es la fase producida por la reflexion de la primera capa de la muestray la
capa n. z, es la diferencia Optica de las superficies con respecto a la referencia. Reescribiendo la
ec. 2.11 junto con el vector de onda:

bn(k) = ¢po + 2kz, (ec.2.12)
donde la dependencia de la fase ahora ha cambiado al espacio k.

Suponiendo que se presenta un cambio en la muestra, ya sea estructural o un cambio de posicién
se creara un cambio de fase relativo (4¢,,) en cada una de las capas:

Pn(1) = ¢ (1) + Agpy, (ec.2.13)

Utilizando dos patrones de interferencia a distintos tiempos registrados por el sistema OCT siendo
(k) y I,(k) (antes y después de una deformacion respectivamente) es posible calcular la
diferencia de fase relativa (4¢,,) envuelta, es decir que se encuentran sus valores entre (—m y ).
Esto se calcula por medio de la siguiente expresion:

Re [Il(fkn)] Im [Iz(fkn)] —Im [Il(fkn)]Re [Iz(fkn)]
Im [I1(f k)] Im [I3(frn)] + Re [I1(Fkn)IRe [12(f )]

donde I1(fin) ¥ I2(fxn) SON las transformadas de Fourier de I, (k) y I, (k) respectivamente. Re
e Im representan los componentes reales e imaginarias de cada una [21].

Ap, = tan_l{ } (ec.2.14)

En la figura 2.13 se aprecia le proceso de procesamiento de patrones de interferencia para obtener
la fase Optica desenvuelta para el desplazamiento de un portaobjetos. Se obtienen las dos
exposiciones una en el estado basal y una segunda siendo desplazado. Ambos son procesados por
separado con un algoritmo de linealizacion, apodizacion y su transformada de Fourier en 1D. Esto
permite obtener la imagen OCT de cada instante capturado. Se continua con el célculo de la
diferencia de fase relativa envuelta y se aplica una mascara al area de interés (portaobjetos). Con
ello es posible utilizar un desenvolvedor basado en branch cuts [22]. Este proceso de
desenvolvimiento (4¢U,,) permite obtener el desplazamiento total de la muestra en radianes y por
medio de un proceso de conversion a micrémetros.
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Figura 2.13 Diagrama de procesado de imagenes donde se muestra todos los pasos a seguir para llegar al desenvolvimiento

de la fase.
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2.20J0

2.2.1 Composicion anatomica del globo ocular
El globo ocular (figura 2.14) cuenta con un didmetro de ~ 25 mm y forma parte del aparato optico.
Posee 3 capas:

1.- Capa fibrosa (externa): formada por la esclera y la cérnea.

2.- Capa vascular (media): formada por el coroides, el cuerpo ciliar y el iris.

3.- Capa interna: formada por la retina.

Esclerotica

Retina

Coroides

Limbo esclerocorneal '/‘

Macula

Iris
Pupila Nervio dptico
Cornea

Camara anterior

Camara posterior .
Cuerpo ciliar

Figura 2.14 Anatomia del globo ocular

2.2.1.1 Capa fibrosa

La cornea es la parte anterior del 0jo, la cual es transparente. Cubre una sexta parte del globo
ocular. La esclera es la parte blanca del ojo y la cual mantiene su estructura. Tanto la crnea como
la esclera se componen de diferentes capas celulares, y ambas poseen un proceso de hidratacion
diferente. A diferencia de la esclera, la cdrnea es avascular (tejido no vascularizado), que se nutre
de los lechos capilares, liquido lagrimal y humor acuoso.
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El limbo esclerocorneal, es la parte donde se unen la esclerética y la cornea. Este es un anillo
traslucido de 1 mm de grosor, donde residen las asas capilares que nutren la cornea.

2.2.1.2 Capa vascular

La coroides se localiza entre la retina y la esclera. Esta capa es altamente vascular, pues provee de
oxigeno y nutrientes. Recubre la mayor parte del ojo uniéndose en la parte anterior con el cuerpo
ciliar en cada extremo.

El cuerpo ciliar es un musculo que conecta la coroides con el iris. Esta encargada de la contraccion
y relajacion del cristalino, lo cual permite obtener diferentes distancias de enfoque.

El iris descansa sobre el cristalino y contiene una pupila que permite transmitir la luz. La pupila
cuenta con dos musculos, el esfinter y el dilatador. Dichos musculos disminuyen y aumentan su
didmetro respectivamente.

2.2.1.3 Capa interna

La retina esta compuesta por la porcion Optica y la porcion ciega. La primera es sensible a la luz
visible y contiene una capa nerviosa (receptiva de luz) y capa pigmentaria (mejora la captacion de
luz). La segunda es una capa de células soporte.

En lazona anterior del globo ocular podemos presenciar el segmento anterior y segmento posterior.
Para el primero la humectacion esta dada por el humor acuoso y el segundo por humor vitreo. El
segmento anterior esta dividido por camara anterior y cdmara posterior. La primera se delimita por
la parte posterior de la cdrnea y la parte anterior del iris, y la segundo por la parte posterior del iris
y la parte anterior del cristalino. El segmento posterior es compuesto por las estructuras detras del
cristalino, que seria el cuerpo vitreo, la retina, coroides, maculay papila 6ptica, ademas de conectar
con el nervio oOptico [23].

En el glaucoma la camara anterior presenta un bloqueo en el canal de Schelmm causando un
incremento de humor acuoso. Esto conlleva a un incremento de la presién intraocular (P10). Su
medicion se lleva por medio de técnicas invasivas como lo son el tonémetro de Goldman. Este
mide la respuesta de presion del ojo al golpearlo con un prisma frontal. Se tiene un area de contacto
de 7.35 milimetros cuadrados y un diametro de contacto de 3.06 milimetros. Pero la técnica es
afectada por corneas gruesas y delgadas, pues se encuentran fuera de los estandares de medicion.
La busqueda de un sistema no invasivo no ha podido dar resultados confiables como lo son la
tonometria neumatica. El uso de un sistema OCT permite caracterizar fisicamente una muestra
organica. El enfoque principal es el cuantificar los cambios estructurales en la cornea, por medio
del cambio de fase. El poder relacionar el cambio de fase al cambio de PIO, permitird predecir
cuadros de glaucoma.

2.2.2 Histologia de la cornea
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Compuesta por 5 capas: Epitelio corneal, Membrana de Bowman, Estroma, Membrana de
Descemet y el endotelio (Figura 2.15).

Epitelio: compuesta por células epiteliales escamosas estratificadas. Cuenta con uniones
estrechas entre células que impiden el paso de liquido lagrimal al estroma. Su grosor ronda
alrededor de 50 micras.

Membrana de Bowman: membrana acelular compuesta por fibras de coldgeno. Son capaces
de resistir un golpe, pero una vez destruidas, no es posible regenerarlas. Su grosor oscila los 12
micrones.

Estroma: es el 90% del espesor corneal y se compone de fibras de coldgeno orientadas en
forma irregular mantenidos por sustancias de proteoglicanos y fibroblastos intercalados. La
disposicion de sus fibras permite el paso de luz hacia la retina. Su didmetro y distancia entre fibras
son iguales, pues es de la mitad de la longitud de onda de la luz visible. EI grosor completo del
estroma es de 300-500 micras dependiendo de la cantidad de lamelas que lo componen.

Membrana de Descemet: Membrana basal del endotelio de fibras de colageno. Comparada
con la membrana de Bowman, esta es producida constantemente en la vida y puede incrementar
de tamafio. Puede variar de 3-10 micras a lo largo de la vida.

Endotelio: Formada por una sola capa de células hexagonales que permiten la hidratacion
de la cornea gracias a sus bimbas que permiten el transporte de iones. Siendo solo una capa simple
de epitelio escamoso con grosor de 5 micras [24].

L Membrana basal
Epitelio corneal

Membrana de Bowman

Membrana de Descemet

Endotelio

Figura 2.15 Histologia de la cornea
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2.3 Microinyeccion

Un sistema de microinyeccion busca introducir una cantidad de sustancia muy pequefia de
alrededor de 15ul. Normalmente se utilizan agujas de metal o micropipetas de vidrio para ingresar
liquido. Estos dispositivos son utilizados normalmente para la inyeccion de plasticos o para la
manipulacion de células y control de enfermedades. Tal es el caso [25] de narcéticos que buscan
controlar los niveles de P1O, inyectando cantidades de 1pl.

En la figura 2.16 se tiene un sistema de microinyeccion basico que puede ser utilizado para
controlar la inyeccién de microlitros en cierta cantidad de tiempo. Es de suma importancia
controlar la cantidad inyectada, esto para simular el proceso fisioldgico dentro de un organismo,
si el fin es crear un modelo para el desarrollo de nuevas técnicas para su deteccion.

Simulando un incremento de PIO con este sistema y la deteccion de los cambios por medio de la
técnica de OCT v la fase Optica, se plantea cuantificar el desplazamiento de la cornea al inyectar
el globo ocular en el espacio esclerocorneal.

Cilindro de plastificacion

AN

— -
;‘ //
I
Valvula antiretorno Tornillo de plastificacion

Figura 2.16 Sistema de microinyeccion bésico
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3 Desarrollo experimental

3.1 Sistema optico

El arreglo OCT utilizado para el estudio se encuentra en la figura 3.1. Este consta de 2 fuentes
SLD1y SLD2 con una potencia de 15mW, una longitud de onda de 833.3nm y un ancho espectral
de 55.5nm. La segunda de 10mW con una longitud de onda de 843.9nm y un ancho espectral de
99nm. Por medio de un acoplador de fibra 2x2 (A) se combinan ambas fuentes. La unidn de ambas
busca penetrar y obtener una mayor cantidad de fotones retro dispersados. Se toma una sola salida
y esta entra a una montura del arreglo para propagar el haz. Se continua hacia un lente esférico
(LEL) con distancia focal de 75mm el cual permite incrementar el tamafio del haz y mantener la
fuente colimada. El siguiente elemento es el divisor de haz (BS) con una relacion de division de
90/10. Donde el 90% de la intensidad de la fuente es refractada hacia la muestra'y un 10% reflejada
a un filtro de densidad neutra (FI) que atenla la intensidad y continua hacia el espejo de referencia
(ER) cubierto en oro. El brazo que va hacia la muestra pasa por un lente cilindrico (LCy1) con
distancia focal de 100mm) que enfoca en la muestra paralelo al eje “y”. El espejo (ED) redirecciona
el haz en la direccion “-y” hacia la muestra la cual se encuentra sobre una base movible en el eje
“y”. Mientras que la montura disefiada permite ajustar la muestra en el eje “z”. Regresan ambos
rayos al BS y se continua con una rejilla de difraccion (G) con 600 lineas/mm. Esta redirecciona
el haz de referencia hacia LCy2 (con una distancia focal de 100 mm), expandiendo el haz
perpendicular al eje “y”. Esto expande el haz en sus diferentes longitudes de onda y es captado por
un sensor SCMOS (pco.edge).

ER

)

)

Muestra

Figura 3.1 Sistema OCT en el dominio de Fourier que permite obtener un B-scan por medio de un sensor 2D.
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3.2 Soporte de globo ocular

El disefio de la montura simula la cavidad orbital del craneo. Para esto se obtuvieron las medidas
tipicas de diferentes globos oculares porcinos (r = 14+1mm) y fueron utilizadas para realizar un
disefio 3D que luego fue impreso. El nervio optico fue considerado como la base para la sujecion
del ojo dentro de la montura, pues al ser aprisionado por la montura prohibia su salida. La montura
se encontraba soportada por unos vastagos que permitian ajustarla en el eje “X”. Mientras que la
base donde se colocaron los vastagos permitia modificar la posicion en el eje “y” (figura 3.2). Por
otro lado, era necesario hidratar el tejido para retrasar su proceso de degradacién causado al incidir
el SLD en él. Por ello se opt6 por colocar la montura en dicha posicion permitiendo hidratar el
globo con una gota.

Montura para 0jo

80O

\ / v
;stagoi
7] o

Figura 3.2 Sistema de montura para globo ocular con la adicion de la montura para el sistema de microinyeccion.
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3.3 Sistema de microinyeccion

El sistema de microinyeccién consta de 3 piezas impresas en 3D (P1, P2 y P3), un motor a pasos
controlado por una computadora, dos jeringas (J1 y J2), 1 canula con adaptadores para ingresar
ambas jeringas y una aguja 31G (figura 3.3).

Céanula

Figura 3.3 Sistema de microinyeccion

La figura 3.3 muestra la base disefiada para fijar el motor de pasos a la mesa (P1) (Anexo Al).
Este motor a pasos recibia la informacién de la computadora por medio de un Arduino. Al motor
se fijé una placa de aluminio para transmitir el desplazamiento a la jeringa proxima del sistema.
La primera jeringa (J1) era sujetada por medio de una montura (P2) (Anexo A2) que inhibia su
movimiento y permitia que el embolo ejerciera presion e inyectara el liquido. El sistema continuo
con una canula de 75cm donde en un extremo se contaba con la boquilla de la J1 y el otro se
ingresaba a la J2 por medio de conexiones hidrulicas. La J2 era sujetada por una base disefiada e
impresa (Anexo A3) el cual se ajustaba a la montura del soporte del globo ocular. Esta base
contiene opresores que impiden el movimiento de la jeringa y que sea introducida la aguja al ojo
y permanezca estatica.

3.4 Preparacion de la muestra

Se propuso realizar el estudio con un total de 3 grupos para comprobar las diferencias entre corneas
dependiendo del tratamiento que se les daba a los globos oculares. El primero y segundo se
conseguian en comercios locales, donde el primero (G1) llevaba un proceso de escaldado a una
temperatura de 60 grados centigrados y posteriormente se congelaba el tejido. El segundo (G2)
llevaba el mismo proceso de escaldado, pero sin congelarse. El tercer grupo (G3) constaba de
tejido post-mortem no mayor a 30 minutos. El proceso de extraccion fue el mismo realizado como
en la referencia [26] donde se podia obtener el globo ocular con su nervio a ciertos centimetros
intacto.
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3.5 Alineacidn y primeras imagenes

El proceso de posicionamiento de la muestra y el proceso de incremento de PIO y captura de
imagenes se resume en los siguientes pasos:

1. Colocar globo ocular en montura
Posicionamiento de montura en vastagos
Alineacion de tejido con el sistema Optico
Ajustar jeringa y aguja

Inyeccion de liquido y grabado de imagenes
Procesamiento y analisis de resultados

ok wd

En el primer punto se posiciona el globo ocular en la montura y esta es ajustada. Para el segundo
paso la montura es deslizada sobre los vastagos (figura 3.4 a) para posicionarla en la direccion del
haz. En tercer lugar, por medio de un programa generado en MATLAB, se obtiene la sefial OCT
en tiempo real lo que permite corregir la posicion del globo y que quede lo més cerca posible de
la “zero delay line”. Una vez alineado, se ajustan los opresores para inmovilizar la montura.

Para el cuarto paso se introduce la aguja en el limbo esclerocorneal, en donde solo ingresa unos
cuantos milimetros ya que estd muy cercano el iris y podria ser dafiado. Una vez colocada, se
procede a ajustar los 4 opresores que inmovilizarian la aguja y evitan que la jeringa presente algun
movimiento al inyectar el liquido.

Figura 3.4 a) Alineacion de la muestra en el arreglo éptico. b) Zona de inyeccion (limbo esclerocorneal).
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Para poder validar la posicion correcta de la inyeccion se colabor6é y consulto a un profesor
oftalmoélogo de la Universidad de Aguascalientes. Este nos indicdé que la zona indicada para
inyectar era el limbo esclerocorneal pues nos permite ingresar la presion a la camara anterior y sin
dafio alguno a la cornea (figura 3.4 b).

En el quinto paso se incrementa la PIO por medio del motor de pasos. Para esto se programé una
secuencia de pasos para tener 3 intervalos de inyeccion de liquido con descansos entre ellos. En la
figura 3.5 se tiene el set de inyeccién con una duracion total de 50 segundos. La prueba inicia con
4s en estado basal para continuar con una rampa de 50 pasos de motor que equivalen a 1pl
aproximadamente. Un segundo reposo de 4s seguido de una rampa de 25 pasos que equivalen a
0.5 pl aproximadamente. Un tercer reposo de 4s seguido de otra rampa de 25 pasos y finalmente
6s de reposo. Mientras se lleva a cabo todo este proceso, por medio del sensor toda esta prueba es
captada a 20 imagenes por segundo (fps). Este paso se realizé un total de 5 veces por globo ocular,
con un tiempo de 2-3 minutos de espera entre pruebas para analizar los resultados (punto 6). Al
analizar los resultados se apagaban las fuentes y se realizaba un post-procesamiento y se analizaban
los patrones de interferencia grabados. Esto permitia corregir las pruebas o finalizarlas.

Pasos de motor/tiempo (s)

120
100
80
60

40

Pasos de motor

20

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

Tiempo transcurrido (s)

Figura 3.5 Grafico de pasos de motor contra el tiempo de inyeccién

El sensor utilizado permitia captar imagenes de 2560x2160 pixeles. Con esto se obtuvo un total de
2160 A-scans con una resolucion de 2560 pixeles. Siendo estos capturados 20 veces por segundos,
permitia obtener 43,200 A-scans por segundo (doble de la resolucion de sistemas comerciales
como Leica EnFocus). Ademas, el sensor nos permitia obtener una escala de gris a 12-bits.
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En los 3 grupos se repitieron las pruebas bajo las mismas condiciones y su manipulacion fue la
misma. Se buscaba que el tiempo de hidratacion entre cada gota no fuera mayor a 5 minutos.

A continuacion, todas las imagenes de fase Optica y sefial OCT tendrén un ancho de 3.6 mmy una
penetracion (altura) de 1.2 mm a menos de que se especifique lo contrario.

La figura 3.6 muestra una sefial OCT de un globo ocular en un estado basal, es decir, no se habia
incrementado su PIO. Este fue utilizado para poder analizar la respuesta y corregir la alineacion,
exposicion de la camara, o posicionamiento del globo ocular. Se puede ver que al acercar la
muestra a la “zero delay line”, podemos obtener una alta penetracion y con el espejo de referencia
colocar la sefial de autocorrelacion fuera de la muestra.
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Figura 3.6 Sefial OCT de un globo ocular en estado basal. Penetracion (altura) de 1.2 mm y ancho de 3.6 mm.

Estos interferogramas son utilizados para calcular la fase entre estados relativos, comparando el
estado basal con un estado anterior donde la inyeccion de liquido incremento la P1O. Esto fue
cuantificado con microlitros, ya que fue la unidad que se pudo calcular con respecto a los pasos
del motor. En la figura 3.7 tenemos la grafica de pasos contra el liquido inyectado en el ojo.

Las imagenes de fase envuelta (figura 3.8) a diferentes cantidades de microinyeccion, nos
permitieron analizar los movimientos y reajustes de la cornea. La figura 3.8 a se representa como
la imagen basal o con fase cero. Conforme se incrementa la PIO seria normal esperar un
incremento de cambio de fase, esto detallado por el cambio de franjas de oscuro a claro. Para la
figura 3.8 b y 3.8 ¢ es notorio como se tuvo un cambio de fase en la zona anterior del o0jo, mientras
que en la zona del estroma se tiene un cambio de fase de derecha a izquierda. Esto es confirmado
con la figura 3.8 d, pues la franja continua y ademas aparece una tercera. Esto se traduce en
desplazamientos medibles en la cornea, confirmando que el sistema OCT es capaz de caracterizar
cambios de PIO.
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Figura 3.7 Grafico de microlitros inyectados por pasos de motor.

Figura 3.8 Imagenes de fase envuelta a diferentes desplazamientos del motor a pasos. a) 0 um, b) 17.5 um, ¢) 25 um, d) 34
pm
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4 Resultados

Las pruebas se realizaron en los 3 grupos descritos, en todo el proceso se mantuvo los mismos
pardmetros en el sensor y protocolo de incremento de la PIO. La temperatura del laboratorio se
mantuvo en 23 £ 1 grados centigrados con una humedad de 60% =+ 3%.

4.1 Comparacion de penetracion en sefial OCT por grupos

La sefial OCT obtenida se encuentra en la figura 4.1 para cada uno de los grupos de estudio. Se
tiene una mayor intensidad de la sefial para el caso del grupo 1 (G1), esto permite tener un tejido
dafiado, cuya dispersion disminuye, regresando la mayoria de los fotones al sensor. Para el grupo
2 (G2) se nota una reflexion alta en la zona central de la cornea, mientras que en el grupo 3 (G3),
se esparce la mayor cantidad de fotones en la cornea y la penetracion disminuye sustancialmente
comparado con el grupo 1, pero la cornea se observa mejor.

Gl

Figura 4.1 Sefial OCT de los 3 grupos de estudio. G1 congelado y escaldado, G2 escaldado y G3 post-mortem (30 minutos).

Para cada uno de los grupos se obtuvo un rango diferente de penetracion. La figura 4.2-G1 tiene
una penetracion de 1.079 mm, para el grupo 2 (figura 4.2-G2) 0.611 mm y para el grupo 3 (figura
4.2-G3) 0.516 mm. Esta informacién fue obtenida con imagenes de diferencia de fase dptica y
analizadas con el programa de procesamiento de imagenes ImageJ, y corroborado con un algoritmo
en MATLAB. Esto nos lleva a confirmar que el proceso de necrosis entre ellos no era el mismo y
que la cdrnea sufre una reestructuracion de sus fibras de colageno. En el grupo 1 la penetracion es
mayor ya que las fibras de coldgeno son degradadas al congelarse y actian como un objeto solido.
Dado que en los otros dos grupos la penetracion es menor, las fibras no han sido alteradas a ese
grado.
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Figura 4.2 Penetracion de la sefial OCT en cada grupo bajo estudio (valores expresados en milimetros).

4.2 Fase Optica por grupo

La figura 4.3 muestra la diferencia de fase envuelta en cada uno de los grupos de acuerdo con el
numero de pasos de motor. Tomando como referencia el estado basal anterior al primer paso del
motor se calcul6 la fase Optica. En las siguientes figuras las columnas por grupo (G1, G2 y G3)
contienen las fases a 5(A), 15(B), 25(C), 35(D) y 45(E) pasos respectivamente.

Gl G2 G3

A | Cambios estructurales en la | Cambios estructurales en la | Presenta desplazamiento en
parte central de la cornea. | parte central de la cornea. | la parte anterior del epitelio.
Siendo visible en epitelio y | Siendo visible en el epitelio.
estroma.

B | El desplazamiento sigue la | Epitelio y estroma | Desplazamiento radial en
misma trayectoria, | mantienen un | direccion “-y”. Interpretado
aumentando en el centro y | desplazamiento continuo y | como una  distribucién
reduciendo en los extremos. | similar a lo largo de la | uniforme del incremento de

cérnea. la PIO y que el tejido no se
comporta como un solido.

C | Ademas de concentrar el | El desplazamiento es mayor | Continua el desplazamiento
desplazamiento en la zona | en la zona del epitelio. radial a mayor grado
central, se esta comparado con los
incrementando en la anteriores, suponiendo un
periferia. No se muestra incremento cada vez mayor
tejido de drenaje. de la PIO.

28




D | ElI epitelio y el estroma | La acumulacion de franjas a | Es notoria la transicion del
presentan un incremento de | nivel estroma, indica una | desplazamiento de la parte
franjas repetitivo. saturacion. posterior del epitelio a su
parte anterior.

E | Los extremos presentan | Se observa de-correlacion en | No hay de-correlacion y se
deformacion al no haber | los extremos. ajusta a cambio de PIO.
mecanismo de drenaje.

La diferencia para grupos en la columna a, es que en el caso de G1, el desplazamiento del epitelio
y el estroma es mayor comparado con G2 y G3. Para la fila b, continua el mismo desplazamiento
entre grupos y un mayor desplazamiento para G1. Este fenomeno se replica para el resto de las
filas. Lo importante es ver como en el caso de G1 la presion se concentra en la parte central,
mientras que G2 lo hace en toda la cdrnea y G3 lo presenta radialmente.

Figura 4.3 Fase envuelta por grupo a diferentes desplazamientos: A) 6.25 um, B) 18.75 um, C) 31.25 um, D) 43.75 um, E)
56.25 um
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En la figura 4.4, se tiene el desenvolvimiento de las fases anteriores. A estas se les aplico una
mascara para que el desenvolvedor solo tomara en cuenta la sefial del tejido. Para el caso de la
columna G1(A, B, C), es notorio como la parte central de la cornea tiene un mayor desplazamiento
en comparacion con el resto de la muestra. Para G1(C y D) se tiene mas desplazamiento en sus
extremos. En la columna G2, se presenta desplazamiento entre el epitelio y el estroma. En G2-C
la mayor cantidad de desplazamiento se encuentra en el epitelio y es continuo para G2-E, donde
se muestra una de-correlacion en sus extremos. Por Gltimo, en G3-A, G3-B y G3-D los cambios
de desplazamiento mayormente se encuentran en el epitelio, mientras que en G3-C y G3-E se nota
un incremento substancial en el estroma.

GI G2 G3

18

16

114

112

110

Figura 4.4 Fase desenvuelta por grupo a diferentes desplazamientos: A) 6.25 um, B) 18.75 pm, C) 31.25 um, D) 43.75 um,
eE) 56.25 um

4.2 Respuesta fisioldgica al cambio de P1O

La figura 4.5 contiene la fase desenvuelta de los grupos en una representacion 3D. Cada uno de
los recuadros presentan de frente la parte anterior de la cornea, ademas se encuentran rotadas para
poder apreciar las imagenes en 3D. Las dimensiones para el ancho y profundidad de la muestra
contintan como en los casos anteriores.
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Figura 4.5 Respuesta mecéanica de la cornea con inyeccién de: A) 0.1 pL, B) 0.3 uL, C) 0.5 pyL, D) 0.7 pL, E) 0.9 pL con
escala de desplazamiento del tejido.

Gl G2 G3
La inyeccion de liquido | La zona entre el estromay el | La parte anterior del epitelio
causo un cambio de | epitelio presento un cambio | presenta un el cambio de

desplazamiento  en el
estroma y en direccion

de morfologia.

estructura en la mitad de él.
Teniendo el estroma en

contraria en el centro del estado basal.

epitelio.

Se observa un incremento de | Dado que en la parte | El desplazamiento es notorio
movimiento para la | posterior del epitelio se |a lo largo del epitelio en su
estructura  del  estroma, | presenta mayor cambio, se | parte anterior.

mientras que la parte central | puede traducir como un

del epitelio, continua en | cambio del estroma hacia el

direccion contraria.

epitelio.

Los extremos de la cornea se
mueven de posicion y el
centro del epitelio continua
con su alteracion.

La zona entre el estromay el
epitelio presenta la mayor
carga de desplazamiento,
pero en la parte anterior del
epitelio, centralmente se
tiene un cambio contrario.

El cambio en el estroma es
mucho mayor que el de la
cornea. Puede indicar una
sobresaturacion de liquido.

En el centro del epitelio se
nota como el desplazamiento
indica un incremento de
presion en la zona.

La fase Optica nos revela un
cambio completo de la
estructura de la cornea, por
lo tanto.

La imagen presenta un
movimiento total de la
estructura de la cornea.
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E | Los extremos rebasan en | Un desplazamiento central | Una segunda saturacion del
deformacion  comparados | en el epitelio contrario al del | estroma se presenta. Podria

con el centro. estroma, replican el | indicar que otra vez el 0jo es
fendmeno anterior al | incapaz de drenar la cantidad
reajuste. de liquido.

El G1 presenta cambios muy diferentes a los otros grupos a distintos desplazamientos. Lo que si
es consistente es el cambio de desplazamiento dentro del estroma y que constantemente el epitelio
cambia de posicién. Para la comparativa de G2 y G3 es notorio que en la fila D, ambos grupos
presentan un reajuste celular, esto porque el desplazamiento no es consistente con los pasos
anteriores. Por lo tanto, un reajuste interno presentaria tal cambio.
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5 Discusion y conclusiones

Tomando en cuenta los grupos de estudio que se utilizaron, se concluye que es necesario hacer
pruebas en ojo post-mortem para obtener una respuesta fisiologica correcta. Mientras que los
grupos 1y 2 pueden ser utilizados para cuantificar los cambios y corroborar los resultados del
sistema. La importancia del grupo 3, es por la aparente funcionalidad del canal de Schlemm, pues
nos permite caracterizar los cambios de P10 con su funcionamiento. Para la inyeccién en la figura
4.5 G3-C y G3-D se detectan los cambios de PIO en el sistema significativos para detectar la
presencia de un cuadro de glaucoma.

El canal de Schlemm es capaz de liberar 2uL/min segin la referencia 27, es decir,
0.033pL/segundo. El sistema que se propuso constaba de una inyeccion de 1uL/16 segundos, es
decir, 0.0625uL/segundo. En la figura 4.5 G3-C se aprecia el incremento de PIO. Viendo que la
velocidad del flujo que el canal de Schlemm es capaz de liberar es menor a la inyectada, nos indica
una sobresaturacion de la cdmara anterior. Continuando con la figura 4.5 G3-D aqui se tiene un
cambio de la fase, indicando el reacomodo estructural del globo ocular. Por ultimo, una segunda
saturacion de la cAmara anterior se presenta en la figura 4.5 G3-E al tener un incremento del
estroma como en el caso anterior.

El sistema OCT desarrollado junto con el sistema de imagenologia indirecta, captura imagenes de
patrones de interferencia, los cuales son utilizados para caracterizar la posicion de la cérnea y,
ademas fueron utilizadas para el célculo de la fase 6ptica. Con esto se obtuvieron los cambios de
PIO en las muestras. También nos permitié corroborar que no se requiere de una fuente de alta
potencia, pues la penetracion mayor al epitelio no es necesario para cuantificar los cambios de
presion. La ventaja es ingresar al estroma para entender el proceso fisiolégico de incremento de
P10, y como el canal de Schlemm juega un papel importante para la caracterizacion de los cambios
en la cornea.

Dentro de la literatura, los estudios son enfocados en corneas, mientras que dentro de esta
investigacion se enfoco en el globo ocular. Al tener la estructura anatbmica completa, se observa
que la variacion de P10, simulaba las condiciones de aumento de presion que ocurren en un caso
de glaucoma. La técnica permite analizar los cambios que van desde los 0.1pL en 16 segundos.
En todos los grupos al inyectar una cantidad de 0.1 puL (4.5 G1-A, G2-A, G3-A) se presenta un
cambio de desplazamiento de 1.5, 0.5 y 1 um respectivamente en cada grupo. Esto porque cada
uno tiene una respuesta fisiologica diferente por su tratamiento. También se tiene presente que
para la inyeccion de 0.5 pL todos los grupos alcanzaron la mayor cantidad de desplazamiento, y
se exhibe un reacomodo estructural para los grupos G2 y G3. Por lo tanto, se comprob6 que es
posible medir ese micro volumen en 0jos post-mortem.
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7 Anexo A

Dentro de este anexo se incluyen los disefios CAD utilizados para el sistema de microinyecciény la
montura para simular la cavidad orbital del crdneo en este orden.
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Figura A1 Montura (P1) para motor de pasos.

Figura A2 Vista isométrica del a montura (P1) para motor de pasos en 3D
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Figura A4 Vistas isométrica y frontal de la montura J1 del sistema en 3D
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Figura A5 Montura para J2 del sistema.
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Figura A6 Vistas isométrica y frontal de la montura para J2 del sistema en 3D.
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Figura A8 Vistas isométrica y frontal de la montura para el globo ocular en 3D.
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