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RESUMEN:

Este articulo resume el trabajo de investigacién llevado a cabo por el autor en el Grupo de Optica de la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) para la realizacion de la Tesis Doctoral “Polarimetric
methods for the image enhancement in biological applications” dirigida por el Dr. Angel Lizana
Tutusaus y el Cat. Juan Campos Coloma. En ella se estudia, por primera vez, la implementacién
experimental de una serie de métodos polarimétricos para mejorar el analisis y la visualizacién de
tejidos bioldgicos, tejidos animales y vegetales. Se ha investigado la relacion entre los dos principales
grupos de técnicas polarimétricas, las Puertas de Polarizacion (del inglés Polarization Gating) y las
técnicas basadas en la medida de la matriz de Mueller, y se ha propuesto un nuevo método para
obtener Puertas de Polarizacion en base a medidas de una inica matriz de Mueller. Debido a que, hasta
el momento, el analisis de la despolarizacion de la luz en estudios biomédicos se restringe al uso de
observables globales, se analiza el interés de utilizar en dicho contexto los Indices de Pureza
Polarimétrica, que son un grupo de observables que describen con mas detalle las propiedades de
despolarizacion de la muestra. Estos se aplican a la inspeccion de tejidos de origen animal, permitiendo
mejorar la visualizacion de tejidos, revelando ciertas estructuras ocultas en canales de despolarizacién
estandar, y también mejorando la eficiencia al clasificar diferentes tipos de tejido. También se estudia
el uso de la polarimetria en tejidos de origen vegetal, ambito en el que las técnicas basadas en la matriz
de Mueller son escasamente utilizadas. Por ello, los estudios con muestras de origen vegetal se centran
en el potencial de la polarimetria de Mueller, obteniendo como resultado informacion
complementaria, o incluso superior en ciertos casos, a otras técnicas épticas no polarimétricas.

Palabras clave: Polarimetria, Tejidos bioldgicos, Despolarizacién, Biomedicina, Técnicas de Imagen,
Matriz de Mueller, Clasificacion de tejidos, Plantas

ABSTRACT:

This paper summarizes the research work undertaken by the author at the Optics Group of the
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) for the completion of the Doctoral Thesis “Polarimetric
methods for image enhancement in biological applications” supervised by Dr. Angel Lizana Tutusaus
and Prof. Juan Campos Coloma. It is studied, for the first time, the experimental implementation of a
series of polarimetric methods to improve the analysis and visualization of biological tissues, both
animal and plant tissues. The Thesis analyses the relationship between the two main groups of
polarimetric techniques, Polarization Gating and Mueller matrix-based techniques, and a new method
to obtain Polarization Gates based on measurements from a single Mueller matrix is proposed. Since
the analysis of light depolarization in biomedical studies is restricted to the use of global observables,
we studied the interest of applying to the study of biological tissues the Indices of Polarimetric Purity,

Opt. Pura Apl. 57 (3) 51181 (2024) 1 © Sociedad Espaiiola de Optica



http://www.sedoptica.es/
mailto:aveeckhout@cells.es

OPTICA PURA Y APLICADA
www.sedoptica.es

a group of specialized observables that describe the depolarization properties of samples in more
detail. These are applied in the inspection of animal tissues, improving tissue visualization, revealing
certain structures hidden in standard depolarization channels, and also enhancing efficiency in
classifying different types of tissue. The Thesis also studies the use of polarimetry in plant tissues, an
area where Mueller matrix-based techniques are scarcely used. For this reason, our studies with plant
samples focus on the potential of Mueller polarimetry, resulting in complementary, or even yielding to
superior information, to other non-polarimetric optical techniques.

Key words: Polarimetry, Biological tissues, Depolarization, Biomedicine, Imaging Techniques, Mueller
Matrix, Tissue classification, Plants
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1. Introduccion

Las técnicas de imagen juegan un papel fundamental en el campo de la biomedicina y la botanica, ya que se
pueden utilizar para visualizar las diferentes estructuras de los tejidos biolégicos [1,2] y medir algunas de
sus propiedades fisicas [3-5]. Esta informacién puede usarse para identificar grados de desorden en las
estructuras que componen los tejidos, demostrando ser util en aplicaciones de diagndstico, como el
reconocimiento temprano de tejidos cancerosos [6-8] o la deteccion de enfermedades en plantas [9,10],
entre otros. La deteccion temprana de enfermedades es de gran interés para la sociedad, pudiéndose citar
a modo de ejemplo, el aumento significativo de la supervivencia a largo plazo [11,12], o su potencial para
reducir las pérdidas en campos de cultivo debido a la incidencia de plagas [13].

En este contexto, las técnicas 6pticas, como la imagen multiespectral o hiperespectral [6], la tomografia de
coherencia 6ptica [7], la microscopia de contraste de fase [14], la microscopia de fluorescencia [2], y la
imagen polarimétrica [4,5], son herramientas de imagen interesantes porque son técnicas no invasivas y
sin contacto. Ademas, estas técnicas suelen ser complementarias porque su principio de operacion consiste
en explotar diferentes propiedades fundamentales de la luz (i.e. intensidad, frecuencia, coherencia y
polarizacion).
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Los sistemas de imagen polarimétrica (conocidos como polarimetros de imagen [15]) funcionan de manera
similar a los sistemas de imagen estandar, pero midiendo las propiedades de polarizacion de la luz. Estas
propiedades aportan informacién relevante para una amplia variedad de campos, como la caracterizacion
de materiales [16,17], la astronomia [18,19], la teledeteccion [20], o 1a biomedicina [4,21-43], entre otras.
Ademas, las técnicas polarimétricas han demostrado ser compatibles con otras técnicas épticas, como la
imagen multiespectral o hiperespectral [21,22], la imagen de fluorescencia [23,24], o la imagen de
generacion de segundo arménico [25], mejorando los resultados finales.

En el campo de la biomedicina, la polarimetria se ha utilizado para determinar la orientacién y densidad de
las fibras en los tejidos [25-28], determinar la concentracién de hemoglobina y oxigeno en la sangre [29,30],
discriminar entre tejidos sanos y malignos en el reconocimiento temprano de cancer [31-35], evaluar
enfermedades dermatolégicas [21,22,36,37], caracterizar fibras de colageno [25-27], detectar trastornos
oculares [38-40], y caracterizar cartilagos articulares [41], entre otros. Los métodos polarimétricos
comunmente utilizados en estas aplicaciones se suelen dividir en dos grupos: Puertas de Polarizacion [4,21-
26,29,30,35-37,43] y técnicas basadas en la matriz de Mueller [27,28,31-34,38-42].

Las Puertas de Polarizacion se basan en iluminar la muestra con un cierto estado de polarizacion incidente
y analizar la respuesta polarimétrica de la muestra utilizando, por lo general, un estado de polarizacion
(analizador) con la misma polarizacién, o con la ortogonal, a aquella utilizada en la incidencia. Con estas
técnicas se suelen eliminar los fotones provenientes de reflexiones directas en la muestra, visualizando asi
las capas mas profundas del tejido [23,35-37,43]. Las Puertas de Polarizacién presentan la ventaja de ser
facilmente implementables en microscopios estandar mediante la inclusion de unicamente dos
polarizadores lineales.

Por otro lado, los métodos basados en la matriz de Mueller permiten el andlisis de un conjunto de
propiedades polarimétricas (dicroismo, birrefringencia y despolarizacion), siendo mas adecuadas para
aplicaciones biomédicas de caracterizacion y diagnéstico [27,28,31-34,38-42]. La matriz de Mueller es una
matriz real de 4x4 elementos que describe como la luz polarizada incidente, con una cierta longitud de onda
y direcciéon de propagacidon, se modifica debido a su interaccién con la muestra medida [44,45]. Los 16
elementos reales que componen esta matriz codifican de forma compleja la informacién correspondiente a
las caracteristicas polarimétricas de la muestra, por lo que se necesita el uso de descomposiciones
matriciales para su correcta interpretacion fisica [44,45].

En la mayoria de estudios biomédicos basados en la matriz de Mueller, ésta es interpretada en base a la
descomposicion de Lu-Chipman [46] y el calculo de una serie de observables (métricas) para la
caracterizacion de la birrefringencia y la despolarizacion de las muestras [4,27,28,31-34,38-42]. En estos
estudios, la birrefringencia es ampliamente analizada en base a multitud de observables como el retardo
total R [31,33,34,40], el retardo lineal 6 [32,41,42], el angulo de orientacion del eje rapido, 6 [31,33,41,42],
y la rotacion éptica del retardo circular, ¢p [41,42]. Por el contrario, el analisis de la despolarizacién suele
restringirse al calculo del indice de despolarizacion, Pa [34,41], o al poder de despolarizacion, 4 [31-
33,40,42], ambos observables globales que cuantifican la despolarizacién general pero que no tienen en
cuenta ninguna dependencia de la despolarizacion con el estado de polarizacion de la luz incidente (es decir,
no miden la anisotropia de despolarizacién).

En contraposicion al ambito biomédico, el nimero de estudios que utilizan la polarimetria para mejorar la
imagen de muestras de tejidos vegetales es sorprendentemente limitado. De todos modos, los estudios
existentes demuestran la utilidad de las técnicas polarimétricas en la caracterizacion de estomas [47,48] y
tricomas [49], en determinar la madurez de las células vegetales [50], en el estudio del proceso de
fotosintesis [51], el estudio del estrés hidrico producido en las plantas [52,53], en la teledeteccion de areas
de vegetacion [54] y en la clasificacion de la vegetacion [55], entre otras. Cabe destacar que el uso de técnicas
de polarimetria de Mueller en aplicaciones con plantas es infimo, siendo las Puertas de Polarizacion [47-50]
y la medicion del grado de polarizacion [51-55] las técnicas con mas presencia en estas aplicaciones.

En éste articulo se resume la tesis que lleva por titulo “Polarimetric methods for the image enhancement in
biological applications” [57]. La tesis se compone de una serie de estudios que tratan de satisfacer los
siguientes objetivos: (i) Entender qué relacion hay entre las técnicas de Puertas de Polarizacion y la matriz
de Mueller; (ii) Explorar el uso de observables que den una informaciéon mas detallada de la despolarizacion
producida por una muestra que la de los observables globales de despolarizacién Pa y A. En particular, se
estudia la informacién que proporcionan los Indices de Pureza Polarimétricos (IPP) [56]; (iii) El uso
experimental de los IPP para mejorar la visualizacion de tejidos bioldgicos de origen animal; (iv) Incorporar
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la informacién de despolarizacion de los IPP en sistemas de clasificacion de tejidos de origen animal para la
mejora de resultado; y (v) Analizar el potencial del uso de la polarimetria de Mueller para la inspeccién de
tejidos vegetales.

2. Formalismo Matematico
2.a. Formalismo de Stokes y Mueller

Los estudios polarimétricos de tejidos bioldgicos presentados en la tesis [57] estan fundamentados en el
formalismo de Mueller-Stokes [58,59]. Este formalismo describe el estado de polarizacion de un haz de luz
en base a cuatro parametros, llamados parametros de Stokes, los cuales pueden representarse como un
vector de cuatro dimensiones S, conocido como vector de Stokes.

S = (50,51.52'53)T (1)

donde S, corresponde a la intensidad total del haz, S, indica la cantidad de polarizacion lineal horizontal o
vertical, S, cuantifica la cantidad de polarizacién lineal diagonal o anti-diagonal, y S5 corresponde a la
cantidad de polarizacién circular dextrégira o levogira. Este formalismo es particularmente interesante
para las aplicaciones con tejidos bioldgicos ya que el vector de Stokes S describe completamente cualquier
estado de polarizacién de luz, incluyendo los estados parcialmente polarizados, que son predominantes en
este tipo de estudios.

Para caracterizar la cantidad de luz polarizada de un haz parcialmente polarizado se utiliza el grado de
polarizacién (DoP), el cual se define como:

/ﬁ+ﬁ+ﬁ
DoP=+——— 2)

So

El grado de polarizaciéon comprende valores entre el 0, luz completamente despolarizada, y el 1, luz
totalmente polarizada. Cualquier valor intermedio describe un estado parcialmente polarizado.

Bajo este formalismo, la interaccion polarimétrica de la luz con la materia esta descrita mediante una matriz
M, llamada matriz de Mueller, la cual relaciona el vector de Stokes del haz antes y después de la interaccion
luz-materia, $;;,, ¥ S,us respectivamente.

Moo Mp1 My Mp3

Myp Myy Mz Myz ) o (3)
My Mp1 My Mpg n

M3o Mgy M3z M3z

sout = M'Sin =

donde m;; son 16 parametros reales, de los cuales my, corresponde a la reflectancia o transmitancia del
medio con luz incidente completamente despolarizada. Cabe destacar que M no solo depende de las
caracteristicas del material, sino también de la longitud de onda, la direccién del haz incidente y la direccion
de salida del haz [44,45]. Sin embargo, una vez que estas variables estan fijas, la matriz de Mueller M
describira cémo se modifica la polarizacion de todos los posibles haces incidentes debido a la interaccion
luz-materia en procesos lineales. En otras palabras, si M es conocida, se puede calcular el estado de
polarizacién resultante de una interaccién luz-materia S,,,;, para cualquier estado de polarizacion incidente

S

in*

2.b. Puertas de Polarizacion a partir de la Matriz de Mueller

En las Puertas de Polarizacion el haz resultante es analizado con un medio diatenuador y una
camara/detector. En esta configuracion, el medio diatenuador suele dejar pasar s6lo un estado de
polarizacion y este suele ser el mismo, o el ortogonal, a la polarizacion del haz incidente. Un ejemplo comtin
de Puerta de Polarizacion seria iluminar una muestra con luz linealmente polarizada en el eje horizontal y
analizar la respuesta con un polarizador lineal orientado verticalmente. El polarizador lineal actuaria como
un analizador 4 y la intensidad de la luz resultante se mediria con una camara. Siguiendo esta descripcion,
la intensidad medida con la cAmara vendria descrita por la siguiente ecuacion:
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I=A-M-S;, (4)

donde el analizador es caracterizado por el estado de polarizacién discretizado A = (4, A1, A, A3).

En base a la Ec. (3), podemos determinar la intensidad medida con una configuracion de Puerta de
Polarizacién siempre que se conozca la matriz de Mueller del medio a estudiar. Esto es demostrado
experimentalmente en la referencia [60], donde se proporciona una ecuacidon para calcular cualquier
configuracion de Puertas de Polarizacion en base a los 16 parametros m;; de la matriz de Mueller de la
muestra, a la elipticidad € y al azimut a de la polarizacién incidente y analizada. En el anterior ejemplo con
iluminacion linealmente polarizada en horizontal y con un analizador de luz verticalmente polarizada, la
intensidad seria descrita por la siguiente ecuacion:

Iy_y = myo + Moy — Myg — Myy (5)

El caso anterior es solo un ejemplo que demuestra que conociendo la matriz de Mueller de un sistema somos
capaces de reproducir las condiciones de cualquier configuracion de Puerta de Polarizacion sin la necesidad
de implementarlas experimentalmente. Es decir, tenemos acceso a todos los posibles escenarios basados en
Puertas de Polarizacion a partir de una unica medida experimental de la matriz de Mueller (la matriz de
Mueller se obtiene a partir de medir un minimo de 16 Puertas de polarizacion con diferentes
configuraciones polimétricas [57]). Ademas, la matriz de Mueller nos abre la posibilidad de aplicar otras
técnicas basadas en los observables, que permiten un mayor conocimiento fisico del sistema estudiado. Por
estos motivos, se recomienda realizar estudios en base a la matriz de Mueller, en lugar de Puertas de
Polarizacién, cuando no se conoce la respuesta polarimétrica de una muestra.

2.c. Observables de despolarizacion

La matriz de Mueller describe el comportamiento polarimétrico de un material, el cual se puede modelizar
como la combinacién de tres propiedades polarimétricas [44]: diatenuacidon-polarizacion (dicroismo),
retardo (birrefringencia) y despolarizacion. Estas propiedades son caracterizadas y estudiadas mediante
observables polarimétricos. Los tejidos bioldgicos tienen una muy baja respuesta dicroica pero una alta
respuesta en retardo y despolarizacion [4]. Como se ha mencionado en la introduccion, el retardo es
ampliamente analizado con una extensa serie de observables: R, §, 8y ¢ [31-33,41,42], pero por contra, el
andlisis de la despolarizacion se suele limitar al uso de observables globales como el indice de
despolarizacion Pa, o el poder de despolarizacion, 4.

Indice de despolarizacién

El indice de despolarizacidn, P4, es una medida global de la despolarizacién de una determinada matriz de
Mueller M, que se calcula directamente a partir de los parametros de dicha matriz [44].

(ZZ?',j:o mizj) —mgo (6)

P
a 3

donde los subindices ij indican el elemento de la matriz M.

Ps es una generalizacién del grado de polarizacién a las matrices de Mueller [44]. En lugar de caracterizar
el contenido de despolarizaciéon de los haces de luz, el indice de despolarizacion caracteriza el
comportamiento de despolarizacion de las muestras. El valor maximo de Ps es 1, caracterizando matrices
no despolarizantes, y el valor minimo es 0, asociado con sistemas totalmente despolarizantes
(despolarizadores ideales). Los valores intermedios cuantifican el proceso aleatorio general detras de los
mecanismos de despolarizacion.
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Poder de despolarizacién

El poder de despolarizacion, 4, tiene una interpretacion fisica equivalente a P2 pero se obtiene a partir de la
descomposicion de Lu-Chipman [46]. En la descomposicion de Lu-Chipman la matriz de Mueller se
descompone en una concatenacién de 3 matrices, cada una conteniendo una de las principales propiedades
polarimétricas.

M = my,M MM, (7)

donde Mp contiene la informacién sobre la diatenuacion, Mg encierra la informacion sobre el retardo y Ma
incluye todas las propiedades despolarizantes de la muestra. Desgraciadamente, debido a la simetria de M,
no es posible separar al 100% estas propiedades en 3 matrices puras y es por eso que la matriz de
despolarizacion Ma incluye cierto contenido dicroico, dentro del llamado vector polarizancia, Ps, como
puede verse en la siguiente ecuacion [46].

T
MA:<1 ") 8)

P, my,

Bajo esta descomposicion el poder de despolarizacion, 4, se obtiene a partir de la traza de la matriz 3x3 ma.
tr(m

En el caso de matrices fisicamente realizables, el poder de despolarizaciéon presenta valores entre 0,
muestras no despolarizantes, y 1, muestras completamente despolarizantes. Es importante destacar que
para muestras no dicroicas A = P, — 1. También es importante remarcar que P, y A son dos observables
globales que no dan informacién de posibles dependencias de la despolarizacion con la polarizacion del haz
incidente, y por tanto, sobre anisotropias de despolarizacion.

Indices de Pureza Polarimétrica

Alternativamente, los Indices de Pureza Polarimétrica (IPP) describen el contenido despolarizante de una
matriz de Mueller con mayor profundidad [56]. Estos observables fueron descritos por L. San José and J. J.
Gil en 2011 y se obtienen a partir de la descomposicion espectral de Cloude [44]. En la descomposicion de
Cloude la matriz de Mueller se escribe como la combinacién lineal de cuatro matrices de elementos no
despolarizantes, con diferentes pesos.

3
i=0

Los diferentes pesos, 4;, son los autovalores de la matriz de covarianza H(M)[44]. Estos autovalores estan
ordenados de manera que myy = 4y =24, =2 4, > 1; = 0.

Los Indices de Pureza Polarimétrica son tres observables que se definen a partir de estos autovalores,
siguiendo la expresion a continuacion:

1 i
p, = —Z Ay — 1) (11)
Moo &~dk=1
dondei=1,2,y3.
De acuerdo con el orden fijado para los autovalores, los IPP se establecen como 0 < P, < P, < P; < 1.En
muestras no despolarizantes los tres valores son igual a 1, y en despolarizadores ideales, M,, =
diag(myg, 0,0,0), el valor de los tres IPP es 0.

2.d. Interpretacién de los indices de Pureza Polarimétrica

Para interpretar los IPP es ttil valerse de la Descomposicion Trivial [44] y de una serie de simulaciones que
han sido validadas experimentalmente [61,62]. En la descomposicion trivial la matriz de Mueller se obtiene
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a partir de una combinacién lineal de cuatro matrices donde los pesos de las matrices estan definidos a
partir de los IPP.

M = myo[PiMyq + (P, — P))My; + (P3 — P,)Myz + (1 — P3)Mpy, | (12)

donde My; son las matrices asociadas a los cuatro vectores propios de la matriz de covarianza [44]. La
utilidad de esta descomposicion reside en que My, es la Ginica matriz no despolarizante y que My, es un
despolarizador ideal, M,,. En consecuencia, P; indica la cantidad de un elemento no despolarizante con el
que se puede asimilar el medio, y P; la cantidad de un despolarizador ideal que se puede asociar con M.
Ademas, si P; = P; # 1 tendremos un medio con despolarizacion isdtropa, y si P, # P; tendremos un medio
con despolarizacidon anisétropa. Esto se puede observar en la siguiente simulacién (Fig. 1) donde se
construyen, siguiendo la Ec. (9), dos despolarizadores diferentes combinando elementos no despolarizantes
y se les hacen interactuar con todos los estados totalmente polarizados [62]. Nétese que la construccion de
los despolarizadores puede hacerse mediante la suma incoherente de elementos polarimétricos simples
[61].

Los dos despolarizadores, M, y Mg, siguen la siguiente estructura:

3++5 1 3—-+5
a=——My + - Mywpee) + Mywpase) (13)
8 4 8
3+43 V3—-1
= M, + Mo + M o+ M N (14)
B 23 Mart (Mywp o) HWP(45°) awp@as)yMuwe(o7))

donde M,;, corresponde a la matriz de Mueller del aire y My p es la matriz de Mueller de una lamina
retardadora de media onda con diferentes orientaciones.

Esfera de Poincaré M, Mg
(a) /“EQ i - (c) AT

Fig.1. (a) Esquema de la esfera de Poincaré. (b) Representacion de todos los estados de polarizacién completamente polarizados en
la esfera de Poincaré después de interactuar con el medio May (c) con el medio Mp

En la Fig. 1. (a) se ha representado la esfera de Poincaré [44], la cual es una esfera de radio 1 donde un
estado completamente polarizado es representado en la superficie de esta esfera y un estado
completamente despolarizado es representado en el origen de coordenadas. Estados parcialmente
polarizados estan representado en el interior de esta esfera.

En las Figs. 1. (b) y (c) se representa en la esfera de Poincaré la transformacién de todos los estados de
polarizacién completamente polarizados después de interactuar con los medios M4 y Mg, respectivamente
(mientras que los estados totalmente polarizados son representados en un tono grisaceo sobre la superficie
de la esfera de Poincaré, en el interior se muestran en azul los estados resultantes de la interaccién con los
medios). Se puede observar que Mg despolariza la luz incidente de igual manera independientemente de su
estado de polarizacién inicial (is6tropamente), mientras que M4 lo hace de forma dependiente con el estado
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de polarizacion incidente (anisétropamente), por ejemplo, despolarizando en mayor medida los estados
circularmente polarizados que aquellos linealmente polarizados en las direcciones vertical u horizontal.

Si analizamos el indice de despolarizacion y los IPP de las dos matrices, proporcionados en la TABLA 1,
observamos que los medios comparten el mismo valor de Pa pero que sus IPP son completamente distintos.
Es decir, que los medios se pueden distinguir en base a los IPP, pero no se pueden diferenciar si se analiza
su Pa. Esto es debido a que la media de la despolarizacion sobre todos los estados incidentes es similar
(cuantificado por Pa), pero esta despolarizaciéon es distinta si nos fijamos en las transformaciones
especificas estado por estado (cuantificado por los IPP). Estos resultados se han demostrado
experimentalmente en la ref. [61].
TABLA 1. indice de despolarizacién y IPP de Ma y Ms.

Observable My Mp
P 0.58 0.58
P 0.40 0.58
P2 0.71 0.58
P3 1.00 0.58

Es relevante mencionar que Pa se puede calcular a partir de los IPP [44], pudiéndose afirmar que los IPP
nos proporcionan la informacién de despolarizacidn de Ps, pero de una manera mas relevante y completa.

3. Montaje experimental: Polarimetro de imagen de Mueller

En la mayoria de los experimentos que se discuten en la tesis se utiliza un polarimetro de matriz de Mueller
de imagen completa. Este polarimetro esta compuesto por dos brazos moviles independientes que tienen
la funcién de generar luz con distintos estados de polarizacién y de analizar el estado de polarizacion
resultante de la interaccién con la muestra (representados en la Fig. 2). Cada uno de estos brazos se
compone de un polarizador lineal orientado a 0° con respecto a la vertical del laboratorio y dos laminas
retardadoras de cristal liquido de alineamiento paralelo orientadas a 45° y 0°, respectivamente. En el
sistema analizador estos elementos se encuentran en el orden inverso al mencionado. Adicionalmente el
sistema generador se compone de una fuente de luz que puede iluminar con tres longitudes de onda
diferentes dentro del rango visible (luz roja = 625 nm, luz verde = 530 nm y luz azul = 470 nm). Por su parte,
el sistema analizador se comprende, adicionalmente, de una camera CCD de 2452x2056 pixeles y un
objetivo de focal de 35 mm que forma la imagen de la muestra. Con esta configuracion se obtiene una
resolucion lateral de 22 um.

Mediante la combinacion del sistema generador y del sistema analizador se pueden obtener las imagenes
de la matriz de Mueller experimental de las muestras. Esto requiere generar como minimo 4 estados de
polarizaciéon distintos y el uso de 4 analizadores distintos (un total de 16 imagenes de intensidad son
necesarias).

Como los sistemas generador y analizador estan armados en brazos independientes, el instrumento permite
explorar diferentes configuraciones de medicién angular. En la tesis [57], se trabajé con una configuracion
en reflexion para medir la luz dispersada por las muestras (Fig. 2 (a)) y en una configuracion en transmision
(Fig. 2 (b)). En la configuracién en reflexién la muestra es iluminada a 30° con respecto a la horizontal del
laboratorio y el sistema analizador esta orientado a 0° con respecto a la vertical del laboratorio para evitar
reflejos directos. La configuracion en transmision se ha utilizado principalmente en experimentos con
tejidos de origen vegetal y es la misma configuracion utilizada para calibrar el polarimetro.
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Fig.2. Esquema del polarimetro de imagen de Mueller (a) en reflexién y (b) en transmision.

4. Aplicaciones biomédicas de los indices de Pureza Polarimétrica

Tal como se introdujo previamente, esta tesis se centra en explorar el potencial de los IPP dentro del ambito
médico y en relacion con los tejidos de origen animal. En particular analizamos el interés de los IPP en la
visualizacién y clasificacion de tejidos animales.

4.a. Indices de Pureza Polarimétrica para la visualizacion de tejidos animales

Alolargo de la tesis aparecen una amplia variedad de experimentos donde se utilizan los IPP para visualizar
distintos tejidos de origen animal [57, 63]. Para no extendernos, en esta revision nos centraremos en dos
de los resultados mas ilustrativos: (a) una medida de una diseccion de una pata de conejo y (b) una imagen
endocardica de un corazén de cordero. Ademas, en este estudio nos limitaremos a observables de
despolarizacion.

Diseccién de una pata de conejo

La matriz de Mueller de la diseccion de una pata de conejo se midié usando el polarimetro de Mueller
descrito anteriormente en la configuracion de reflexion y utilizando la longitud de onda de 470 nm. Se utiliz6
la longitud de onda de 470 nm porque queriamos inspeccionar estructuras biolégicas ubicadas en la
superficie de la muestra y las longitudes de onda mayores penetran mas en la muestra. Se han calculado los
principales observables de despolarizacion que vamos a analizar (P, 4, y los IPP) y los resultados se
presentan en la Fig. 3. En la Fig. 3 también se incluye la imagen correspondiente al coeficiente moo, que es
equivalente a la imagen de intensidad que obtendriamos con un instrumento estandar no polarimétrico.

En la Fig. 3 (a), laimagen de intensidad, podemos distinguir un musculo estriado (representado en gris), un
tendon alargado que se visualiza horizontal sobre el muisculo (representado en blanco y marcado con una
flecha azul) y el soporte de la muestra (coloreado en negro en la parte inferior de la imagen). Notese que la
parte inferior de la imagen presenta niveles de intensidad mas bajos debido a las irregularidades de la
muestra, lo que obliga a mantener la iluminacién baja para evitar posibles saturaciones en la camara CCD y
asegurar la correcta medicién de la polarizacion.
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Tendon

4095

Canal nutricional

0.81 Foramina nutricional

0
Tendon delgado

Fig.3. Medidas polarimétricas de imagen de una diseccién de una pata de conejo. Los observables mostrados son: (a) mog, (b) 4, () Pa,
(d) P1y (e) Pz- P1. La figura (f) es la imagen ampliada del recuadro amarillo de la figura (e).

Las imagenes correspondientes a los canales de despolarizacion cominmente utilizados en la literatura, 4
y Pa (Figs. 3 (b) y (c)), muestran las mismas estructuras vistas en la imagen de intensidad (Fig.3 (a)) pero
ademas revelan algunas estructuras, como un canal nutritivo del hueso (marcado con flechas rojas en las
Figs. 3 (b) y (c)) y una cresta 6sea que cruza diagonalmente la parte inferior de la imagen de la muestra
(marcada con flechas verdes en las Figs. 3 (b) y (c)). Estas dos estructuras fisioldgicas apenas se pueden
observar en la imagen de intensidad, pero en los canales de despolarizaciéon aparecen mucho mejor
contrastadas. Esto es debido a que la medida de la capacidad de despolarizaciéon de la muestra es
independiente de la intensidad de iluminacién utilizada para obtener las imagenes (obviando la
propagacion del error experimental).

Analizando en mas detalle las imagenes de despolarizacion (Figs. 3 (b) y (c)) nos percatamos de una
estructura moteada que cubre toda la muestra, marcada con asteriscos rojos (*), pero que no aparece en la
imagen de moo. Asociamos esta estructura a la ubicacién de foramina nutricional del hueso poroso. Esta
foramina nutricional tiene la misma reflectividad que los tejidos circundantes, pero despolarizan la luz de
manera diferente.

Una vez analizados 4 y Py, calculamos los IPP y los representamos en la Fig. 3. En esta revisién nos hemos
limitado a representar los canales mas interesantes. En concreto, P; es representado en la Fig. 3 (d) y la
diferencia Pz — P; se ensefia en la Fig. 3 (e). Con el observable P;identificamos las mismas estructuras que
en Ay Pa, pero con mayor contraste. Los valores de visibilidad de las estructuras se pueden consultar en la
ref. [63]. A diferencia del canal P;, en el observable P2 - P; se puede identificar un tendén delgado localizado
debajo de del tendén principal que cruza horizontalmente la imagen (el tenddn delgado aparece sefalizado
con una flecha azul en la Fig. 3 (e)). Este tenddn delgado es visible en esta imagen debido a que la
combinacién de los dos tendones despolariza la luz de manera anisétropa y de forma distinta a la
despolarizacién producida por un solo tendén. Por contra, la despolarizaciéon media de la mezcla de los dos
tendones es muy parecida a la despolarizacion de un tenddn y eso dificulta su visualizacion en los canales
convencionales.

En la Figura de Pz - P, Fig.3 (e), también se observa la estructura moteada previamente mencionada. A
diferencia de los otros canales de despolarizacion, 4, P4, y P1, donde la foramina nutricional se representa
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siempre con el mismo color, ésta aparece representada en dos tonos claramente diferenciados (blanco y
negro) en el canal P2- P; (para una mejor visualizacidn, la Fig. 3 (f) muestra una ampliacién de la regién
marcada con un rectangulo amarillo en la Fig. 3 (e)). Los diferentes tonos de color indican que esos poros
son fisicamente diferentes (blanco y negro corresponden a una tipologia de poro diferente) porque su
anisotropia de despolarizacion es diferente. Dado que la porosidad del hueso cortical puede surgir tanto de
pequefios vasos corticales como de la estructura inherente del propio hueso cortical, suponemos que esta
variacion blanco-negro puede estar relacionada con la profundidad del poro y, en consecuencia, con su
origen fisiologico.

Imagen endocérdica de un corazén de cordero

En un segundo experimento se ha explorado cémo presentar toda la informacién de los IPP en una sola
imagen. Para tal fin, se codifica la informaciéon de los tres IPP en los colores RGB de una imagen coloreada.
La técnica de pseudocoloracion seguiria la siguiente estructura de color:

Cpix(x' y) = (a1P1(x' ¥), @ Py (x,y), asPs(x, Y)) (15)

donde P, (x,y), P,(x,v),y P;(x,y) son los pixeles en las coordenadas x e y de las imigenes IPP y a,, @,, y a3
son tres pesos que nos proporcionan cierta flexibilidad a fin de compensar los valores generalmente mas
bajos de P; en comparacién con los de Pz y Ps.

Esta técnica la ponemos en practica con la medida en reflexiéon de un corazén de cordero disecado que
incluye un musculo cardiaco cubierto de endocardio y tejido conectivo rico en aparato subvalvular (ver Fig.
4). El corazon se cortd en dos partes para obtener imagenes de la seccion interna. Las medidas se realizaron
en el canal de 625 nm. Con el propdsito de ilustrar el método de la pseudocoloracién y su comparacion,
hemos representado el coeficiente moo (Fig. 4 (a)), el indice de despolarizacion Pa (Fig. 4 (b)) y una imagen
pseudocoloreada basada en la Ecuacién (14) con a:=3, az=1y a3=1 (Fig. 4 (c)).

Mg Combinacion de IPP

4095 0.94

- " 0 : .
musculos papilares miocardio miocardio Capilares

Fig.4. Imagen de (a) intensidad moo, (b) Ps, y (c) pseudocoloreada de un corazén de cordero disecado. La imagen pseudocoloreada se
ha calculado a partir de la Ec. (14) con a:=3, az=1,y as=1

En la imagen de intensidad (Fig. 4 (a)) observamos algunos musculos papilares y un miocardio sélido. Al
igual que con la pata de conejo, la imagen de intensidad tiene ciertas regiones mas oscuras que otras debido
a la falta de planitud de la muestra medida y a la iluminacién oblicua. En cuanto a la imagen del indice de
despolarizacion Pa (Fig. 4 (b)), ésta muestra las valvulas y las cavidades cardiacas claramente mejor
contrastadas. Ademas, algunos detalles de los musculos papilares estan realzados (ver las regiones ricas en
tejido conectivo marcadas con asteriscos “*” rojos). Finalmente, la imagen pseudocoloreada basada en los
IPP proporciona los mejores resultados (Fig. 4 (c)). La visualizacion de los musculos papilares y el miocardio
sélido es superior, junto con un mejor contraste de las valvulas y las cavidades cardiacas. Ademas, la imagen
pseudocoloreada también hace visibles los capilares sanguineos del corazén (Fig. 4 (c)) los cuales son
dificiles de ver o son completamente invisibles en los otros dos canales. Cabe destacar que los colores
utilizados en la Fig. 4 (c) no solo son ttiles para visualizar mejor las estructuras tisulares, sino que también
proporcionan informacion sobre la anisotropia de despolarizacion. Esta informacion esta relacionada con
el mecanismo intrinseco de despolarizacion de los tejidos constituyentes de la muestra y no se puede
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obtener con los parametros globales de despolarizacién como Pay A. En otras palabras, el color rojo de los
capilares y el color azul de los musculos papilares (ver Fig. 4 (c)) indican que los mecanismos de
despolarizacion de estos tejidos son diferentes, por lo que sus estructuras deben ser fisicamente distintas.

4.b. indices de Pureza Polarimétrica para la clasificaciéon de tejidos animales

En el apartado anterior hemos visto que los IPP nos proporcionan informacién adicional a la obtenida con
el indice de despolarizacién Pa. En el siguiente estudio examinaremos el potencial de los IPP para clasificar
tejido y lo compararemos con Pa.

Para este experimento se midi6 la imagen de la matriz de Mueller de 120 muestras (40 musculos, 40
tendones, y 40 uniones mio-tendinosas; ver Fig. 5) utilizando el polarimetro de imagenes de Mueller
descrito previamente. Todas las muestras se obtuvieron de 20 muslos de pollo diferentes y se midieron
utilizando el mismo procedimiento para asegurar condiciones de descomposicion similares (el
procedimiento completo se puede consultar en la ref. [64]). La coleccion de tejidos se midi6 a tres longitudes
de onda diferentes, 470, 530 y 625 nm, y para cada una de ellas, se aplic6 un procedimiento de seleccién de
datos (descrito en detalle en la ref. [64]) para elegir una region de interés compuesta inicamente de pixeles
del tejido deseado (region de interés marcada con un cuadrado blanco en la Fig. 5 (c)). Cada region de
interés se compone de 150 x 150 pixeles, es decir, 2.25-104 pixeles, y cada pixel corresponde a una matriz
de Mueller. Por lo tanto, trabajamos con una base de datos de 2.7 millones de matrices de Mueller, las cuales
describen la respuesta polarimétrica de los diferentes tejidos examinados.

Musculo Unién miotendinosa Tenddn
e TR

Fig.5. Imagenes de intensidad obtenidas con luz de 625 nm de (a) un musculo, (b) una unién miotendinosa, y (c) un tendén.

Una vez seleccionadas las 2.7 millones de matrices de Mueller, se calculan los IPP y el Pa. Luego, una seccion
aleatoria de los pixeles del 1% del total de datos, es decir, 2.7-10* pixeles, se utilizan para construir el
clasificador supervisado. Después, el otro 99% de los pixeles se utiliza para probar la eficiencia de los
clasificadores generados a partir de las diferentes métricas de despolarizacion. Cabe mencionar que
sabemos de antemano el tipo de tejido asociado a cada pixel, por lo que podemos determinar los porcentajes
de tejidos bien clasificados al usar cada grupo de métricas. Los resultados del experimento para el
clasificador k-nearest neighbors con 50 nodos [64] se muestran en la TABLA 2.

TABLA 2. Porcentaje de pixeles de tejido bien clasificados en funcién de la longitud de onda. La dltima columna plasma los
resultados obtenidos a partir de combinar las tres longitudes de onda para construir el clasificador.

Longitud de onda [nm] 470 530 625 625+530+470
Acierto con Pa [%] 52 50 60 76
Acierto con P;, P2y P3 [%] 59 59 65 86

Los resultados de la TABLA 2 nos muestran que para todas las longitudes de onda los tejidos se clasifican
con un mayor porcentaje de acierto si utilizamos los IPP en comparacion con Ps. Esta mejora es de 5 puntos
porcentuales en el peor de los casos. Esto es gracias a la valiosa informacién sobre la anisotropia de
despolarizacién que los IPP proporcionan, una ventaja que Pa no ofrece. Los resultados también nos
muestran como la combinacién de distintas longitudes de onda mejora significativamente el porcentaje de
acierto (21 puntos porcentuales para IPP). Esto apoya la idea de realizar polarimetria hiperespectral para
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sistemas de clasificacion de tejidos. Por ultimo, quiero mencionar que, en el trabajo original, ref. [64], y en
la tesis, ref. [57], se exploran mas métricas de despolarizacion y mas clasificadores pero que las conclusiones
principales son las presentadas en esta revision.

5. Técnicas de polarizacion de Mueller para aplicaciones en plantas

En el campo de la polarimetria en plantas, el interés de la tesis reside en estudiar el potencial de la
polarimetria de Mueller para aplicaciones botanicas. Aunque en la tesis se presentan resultados
prometedores con la propiedad del retardo [57,66], en esta revision nos limitaremos a discutir resultados
obtenidos con observables de despolarizacion. Dividiremos los resultados en dos escalas de medida: (a)
escala macroscopica y (b) escala microscépica.

5.a. Escala macroscopica

Para los resultados macroscépicos hemos medido una hoja de Hedera maroccana McAll. (Araliaceae) con el
polarimetro de imagen de Mueller en configuracién de transmisién y con el canal de 530 nm de longitud de
onda. Las imagenes resultantes se muestran en la Fig. 6.

Imagen de Intensidad . Grado de polarizacion Grado de polarizacion

0.38
‘||i|‘|""“|l“““““““““‘\ i|‘.1’
0

0.29
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1334

195

0

Fig.6. Imagenes de (a) intensidad, (b) grado de polarizacién de luz linealmente polarizada en diagonal, (c) grado de polarizacién de
luz linealmente polarizada en horizontal, (d) Pay (€) Pz - P1.

Como en experimentos anteriores, en la Fig. 6 (a) mostramos la imagen de intensidad para poder comparar.
La medida en transmision de la Fig. 6 (a) revela la presencia de las venas primarias (mas gruesas) y
secundarias (mas delgadas) de la hoja, que son responsables de transportar agua y nutrientes. Las venas
primarias aparecen con un alto contraste, mientras que las venas secundarias son menos visibles, con
algunas partes de esas venas completamente invisibles. Usualmente, los estudios de polarizacién en plantas
miden el grado de polarizacion de la luz transmitida por la planta. Por este motivo las Figuras 6 (b) y (c)
muestran el grado de polarizacion de la luz transmitida cuando la hoja es iluminada con luz linealmente
polarizada en diagonal y en horizontal, respectivamente. En estas dos imagenes, Fig. 6 (b) y (c), podemos
observar un mayor contraste de las venas secundarias. No obstante, vemos que este contraste no es igual
para todas las venas, y la despolarizacion de la luz depende de la orientacion de la vena y la orientacion de
la polarizacion del haz incidente (ver la vena sefializada con una flecha amarilla en la Fig. 6 (b)). Este
fendmeno no ocurre para el indice de despolarizacion (Fig. 6 (d)), el cual contrasta de manera muy similar
y mejorada todas las venas secundarias. El contraste de P es invariante a rotacidn, pero el valor maximo
para Ps es bastante inferior a los maximos observados en el grado de polarizaciéon. Esto se debe a que Pa
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viene a ser como una media de todos los grados de polarizacion asociado a todas las posibles polarizaciones
incidentes (una despolarizacion media). Por tultimo, en la Fig. 6 (e) se representan los resultados de los
observables Pz - P1. Debido a la gran anisotropia de despolarizacion de las venas secundarias, el canal Pz -
P: nos proporciona una mejora muy significativa respecto los otros observables, incluso superando los
maximos obtenidos en imagenes de grado de polarizacién [65]. Ademas, las IPP son independientes a la
orientacion de la muestra, lo que las hace ideales para identificar venas secundarias y terciarias. De hecho,
hay venas terciarias que s6lo se observan en la imagen de P2 - P1, como la vena sefialada con una flecha
amarilla en las Figs. 6 (d) y (e).

5.b. Escala microscdpica

En un segundo experimento se midié una seccién de una hoja Epipremnum aureum (Linden & André) con
un microscopio de imagen de Mueller localizado en el Laboratoire de Physique des Interfaces et Couches
Minces (LPICM), de I'Ecole Polytechnique [66]. La hoja se midié en transmisién con una longitud de onda
de 533 nm y los principales observables polarimétricos estan representados en la Fig. 7. En la imagen de
intensidad, Fig. 7 (a), se pueden distinguir un estoma y un rafidio de inulina, marcados con una flecha roja
y amarilla respectivamente. En esta revisiéon no entraremos a analizar el estoma ya que su respuesta
polarimétrica es principalmente birrefringente, pero cabe mencionar que se obtienen muy buenos
resultados cuando se analiza su respuesta en retardo [66]. Por otro lado, el rafidio de inulina tiene
caracteristicas totalmente distintas. En la imagen de intensidad, Fig. 7 (a), no se puede llegar a determinar
los limites de este rafidio, especialmente por la zona superior de la imagen. Esta tarea es trivial cuando nos
centramos en los observables de despolarizacion Pa (Fig. 7 (b)) y P: (Fig. 7 (c)). El rafidio de inulina aparece
bien contrastado en estas imagenes, siendo su contraste mayor en P; gracias a una respuesta de
despolarizacion de caracter anisotropo. En la tesis se muestra que la respuesta en P; es tan diferenciada que
nos permite localizar esta estructura aun estando fuera del foco de la imagen [57,66]. Por este motivo, la
microscopia de polarizacidn puede ser ideal para detectar estructuras cristalinas microscopicas en hojas de
plantas sin necesidad de hacer ningtn tratamiento invasivo.
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Fig.7. Iméagenes de (a) intensidad moo, (b) P4,y (c) P: de una seccién de una hoja Epipremnum aureum obtenidos con un microscopio
de imagen de Mueller.

6. Conclusiones

En este articulo se ha revisado la tesis que lleva por titulo “Polarimetric methods for the image enhancement
in biological applications”, defendida en septiembre de 2021 [57].

En la tesis, se estudiaron, implementaron experimentalmente y aplicaron por primera vez diversos métodos
polarimétricos para obtener informacion adicional de la respuesta de polarizacion y despolarizacion de los
tejidos bioldgicos. Primero, se demostré que las técnicas de Puerta de Polarizacion pueden entenderse como
casos particulares de la interaccion luz-materia en base al tratamiento de Mueller. Consecuentemente se
sugiere el uso de la matriz de Mueller, especialmente en aplicaciones de exploracion, por su mayor
contenido en informacidn fisica del sistema y su capacidad de implementar cualquier modelo de Puerta de
Polarizacién. Luego, se discuti6 la interpretacion de los indices de pureza polarimétrica (IPP) a través de un
conjunto de muestras simuladas y sintetizadas experimentalmente. Los IPP estan relacionados con las
propiedades de despolarizacion de las muestras y, en comparacion a las métricas de despolarizacion
comunmente utilizadas Pay 4, tienen la ventaja de sintetizar atin mas el contenido de despolarizacion de las
muestras, proporcionando informacion sobre la anisotropia de la despolarizacion. En la tesis también se
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estudian los componentes de pureza (CP), los cuales nos dan informacion sobre la naturaleza de las
estructuras fisicas involucradas en el proceso de despolarizacion [57,62], y que por falta de espacio no se
han incluido en esta revision.

Una vez entendidas las propiedades de los IPP, estos se aplicaron en la inspeccion de tejidos bioldgicos de
origen animal y vegetal. Para hacerlo se realizaron distintos experimentos con un polarimetro de Mueller
detalladamente descrito en la tesis [57].

En el caso de la inspeccion de tejidos animales, los estudios se centran en explotar las propiedades de
despolarizacion de la muestra a través del uso de las métricas IPP. Los IPP mejoran el contraste de laimagen
de las estructuras del tejido, revelando ciertas estructuras ocultas al usar las técnicas polarimétricas
estandar. Se propone una representaciéon basada en imagenes a color para codificar toda la informacién de
los IPP en una sola imagen. Ademas, los IPP también se utilizaron para clasificar automaticamente los tejidos
animales mediante procesos de aprendizaje supervisado. Con los IPP se consigue un mejor porcentaje de
tejidos bien clasificados en comparacion con el indice de despolarizacion Py, gracias a la informacion extra
sobre anisotropia de despolarizacién contenida en los IPP.

En el caso de la inspeccidon de plantas, los diferentes estudios proporcionados tienen como objetivo
comparar las técnicas de Mueller con otros métodos de imagen polarimétricos. La polarimetria de Mueller
mostréd que Pa y los IPP son independientes a rotacion, siendo esto una ventaja respecto al grado de
polarizaciéon para la visualizacién de las venas en hojas. También se demuestra como la polarimetria de
Mueller proporciona informacion adicional sobre las muestras, siendo esto de utilidad para el estudio de
estructuras internas en las hojas y para facilitar la localizacion de estructuras cristalinas, incluso fuera del
foco de la imagen. Por ultimo, es importante mencionar que en la tesis se compara la polarimetria con otras
técnicas opticas, concluyéndose que las diferentes técnicas proporcionan informacion complementaria que
puede ser muy util si se utiliza de forma conjunta [57].
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