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DESCRIPCION
Componente 6ptico para generar un patrén de luz periédico
Campo

La presente invencién se refiere a componentes 6pticos, sistemas y métodos para iluminar una muestra con un patrén
de luz periédico. Mas concretamente, pero no exclusivamente, se refiere a componentes 6pticos, sistemas y métodos
para la obtencidén de imagenes de una muestra mediante microscopia de iluminacién estructurada (SIM).

Antecedentes

Los microscopios 6Opticos se utilizan dentro de la histologia, la biologia celular y campos relacionados para ver

muestras biolégicas tales como células. Sin embargo, el poder de resolucién de los microscopios 6pticos es limitado

debido al limite de difraccién de la luz. Esta limitacién restringe la resolucién de la microscopia de luz visible a unos
non

200 a 300 nm. Para superar este limite, se han desarrollado varias técnicas denominadas "nanoscopia", "imagenes
de superresolucidén" o "microscopia de superresolucién".

Estas técnicas de obtencién de imagenes de superresoluciéon permiten obtener imagenes de una muestra biolégica
con una resolucién mas fina que 200 nm, y posiblemente hasta alrededor de 20 a 50 nm. Suelen procesar la luz emitida
por marcadores, como fluordforos fotoconmutables o puntos cuéanticos, adheridos a la muestra biol6gica o incrustados
en ella. Ejemplos conocidos de tales técnicas de superresolucion incluyen técnicas de conjunto como la microscopia
de iluminacién estructurada (SIM) y la microscopia de agotamiento por emisiéon estimulada (STED), y técnicas de
localizacién de molécula Unica como la microscopia de localizacién fotoactivada (PALM) y la microscopia de
reconstruccién 6ptica estocastica (STORM).

Las técnicas de localizacién de moléculas individuales suelen proporcionar una mejor resolucién (por ejemplo, 20-50
nm), pero suelen ser mas lentas que las técnicas de conjunto y, por lo tanto, no suelen ser adecuadas para obtener
imagenes de muestras de células vivas.

En general, la STED tiene una resolucidén éptica practica de unos 30 nm. Sin embargo, al tratarse de una técnica
basada en el escaneado (por ejemplo, unatécnica basada en el escaneado de trama), también adolece de velocidades
de obtencién de iméagenes lentas (en torno a 0,1 Hz para un campo de visidn amplio) que no son adecuadas para la
obtencién de imagenes de células vivas. Este problema se agrava cuando se necesita un amplio campo de visién (es
decir, cuando hay que escanear una gran superficie de muestra). Ademas, las técnicas STED suelen requerir una
iluminacién de alta potencia para excitar los marcadores emisores de luz (por ejemplo, los fluoréforos), lo que resulta
problemético porque puede provocar efectos de fotoblanqueamiento y fototoxicidad.

En las técnicas basadas en SIM, la muestra se ilumina con diferentes patrones de luz peridédicos. Tipicamente, el
patrén de luz periddico es un patrén de luz rayada periédica que se genera utilizando rejillas de difracciéon. Durante el
procesamiento de imagenes, las franjas del patréon de luz periddico se desplazan normalmente con respecto a la
muestra y también se rotan con respecto a la muestra, a lo largo de una secuencia de fotogramas, con el fin de generar
e iluminar la muestra con una pluralidad de patrones de luz periédica diferentes. A continuacién, puede construirse
una imagen de superresolucidén de la muestra basada en el analisis de Fourier de los diferentes patrones de emision
de los marcadores emisores de luz que resultan de los diferentes patrones de iluminacién. Estos patrones de emisién
revelan informacién sobre la estructura de la muestra mas alla del limite de resolucién del sistema de imagen, debido
al efecto Moiré causado por los patrones de iluminacién periédicos.

Los montajes SIM convencionales suelen tener una resolucién éptica de alrededor de 100-130 nm y adquieren
imagenes mas rapidamente que los montajes STED y de localizacién de molécula Unica (por ejemplo, las velocidades
de obtencién de imégenes SIM de alrededor de 0,1-1 Hz son tipicas para un campo de visién amplio). Ademés, a
diferencia de los sistemas basados en el escaneado, los sistemas convencionales basados en SIM pueden capturar
una imagen de campo amplio (por ejemplo, 50-100 ym? o mas) de la muestra en una sola toma. Sin embargo, la
mejora en la velocidad de obtencién de imagenes proporcionada por los montajes convencionales basados en SIM
(aunque con menor resolucién que STED) no se considera en general lo suficientemente rapida para muchos
experimentos practicos con células vivas.

Para aumentar la velocidad de formacion de imagenes de los montajes SIM es posible reducir el campo de visién
sobre el que se toma una imagen. Utilizando este enfoque, se han descrito configuraciones basadas en SIM que toman
imagenes a velocidades de 11 Hz en un campo de visiéon de 8 pym x 8 uym. Sin embargo, la reduccién del campo de
visibn a menudo no es deseable porque, si se requiere una vista de campo amplio, la muestra y el aparato de formacién
de imagenes deben reposicionarse y realinearse entre si para obtener una imagen compuesta de toda la muestra.
Esto es especialmente problematico cuando se obtienen imagenes de muestras de células vivas.

Algunos montajes de formacién de imagenes de luz estructurada utilizan disposiciones opto-mecanicas tales como
lentes moviles, etapas, rejillas méviles o espejos para desplazar y/o rotar los patrones de luz periédicos. Uno de los
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problemas de estos sistemas es que la velocidad de imagen est4 limitada por la velocidad a la que se mueven estos
componentes.

Por ejemplo, el documento US 6.255.642 B1 (Instituto Tecnol6gico de Massachusetts) describe un sistema que implica
un espejo movil que se utiliza para desplazar franjas con respecto a una muestra.

En general, la resolucién éptica de los montajes de tipo SIM esta limitada por el espaciado entre franjas en el patrén
de luz periédico (por ejemplo, el espaciado entre las franjas en un patrdén de iluminacién rayado). Sin embargo, otros
factores pueden limitar aiin mas la resolucién. Por ejemplo, en las configuraciones SIM convencionales, en las que el
patrén de iluminacién se forma con una lente objetivo de formacién de imagenes, la resolucién éptica puede verse
limitada aun més por el limite de difraccién de la lente objetivo. El limite de difraccién de una lente objetivo viene dado
por Ao / (2 * N.A.) donde A, es la longitud de onda, y N.A. es la apertura numérica de la lente objetivo. El factor de
mejora de resolucién de la SIM es el doble para una lente objetivo dada, es decir, Ao/ (4 * N.A.), que suele ser de 100-
130 nm para longitudes de onda visibles (500-650 nm). En muchas aplicaciones (por ejemplo, en aplicaciones de
imagen de células vivas) es deseable aumentar la resolucién éptica de los montajes SIM.

La presente invencidn pretende abordar al menos algunas de estas deficiencias en los enfoques conocidos para
generar patrones de luz periédicos adecuados para microscopia de superresolucién.

Sumario
De un primer aspecto, la invencién proporciona un componente éptico segun la reivindicacion 1.

De un segundo aspecto, la invencién proporciona un método para iluminar una regién de muestra de un componente
Optico segun la reivindicacién 12.

De acuerdo con la presente invencién, sera visto por los expertos en la materia que un Unico componente éptico (por
ejemplo, un chip éptico) puede dirigir tres haces de luz separados, simultdneamente o en diferentes momentos, en la
regién de la muestra a lo largo de diferentes direcciones para formar varios patrones de interferencia de dos y tres
haces en la regién de la muestra.

Se apreciara que dirigir al menos dos haces de luz directa u oblicuamente el uno hacia el otro dentro de la regidén de
la muestra haré que los haces interfieran. Esta interferencia generara un patrén de luz periédico (es decir, un patrén
de interferencia periédica) adecuado para iluminar una muestra dentro de la regién de la muestra. lluminar una muestra
con un patrén de luz periédico es Util en aplicaciones como la microscopia de super resolucién (por ejemplo, imagenes
SIM) donde, por ejemplo, el patrén de iluminacién excita la fluorescencia en la muestra. En algunas realizaciones, el
patrén de luz emitida (es decir, el patrén de fluorescencia) de la muestra puede visualizarse y analizarse utilizando
métodos de procesamiento SIM conocidos.

Al evitar la necesidad de mdultiples componentes opto-mecénicos separados para generar y dirigir haces de luz a lo
largo de diferentes direcciones dentro de la regién de la muestra, con el fin de interferir dentro de la regién de la
muestra, este Unico componente éptico evita gran parte de la complejidad de alineacién implicada en los montajes de
formacion de imagenes SIM tradicionales. Ademas, al reducir o eliminar el uso de dichos componentes, el componente
optico puede facilitar una configuracidn mucho méas pequefia, mas barata y menos compleja para la obtencién de
imagenes SIM.

El (primer) divisor 6ptico permite formar al menos dos haces de luz (por ejemplo, dicha primera luz de entrada y la
segunda luz de entrada) para generar un patrén de luz periédico a partir de un haz de luz de entrada (por ejemplo,
dicha luz de entrada). De este modo, es posible mantener con precision cualquier diferencia en la longitud de la
trayectoria entre las dos salidas del divisor 6ptico y la regidn de la muestra, ya que no depende de la alineacion precisa
de componentes externos.

En algunas realizaciones, este Unico haz de luz de entrada puede recibirse en una Unica cara del componente 6ptico,
con lo que resulta relativamente facil incorporar el componente 6ptico en un sistema de formaciéon de imagenes
completo. La tercera luz de entrada también puede recibirse en la misma cara del componente éptico.

Asi, se apreciara que el componente éptico Unico puede recibir menos de tres haces de luz de entrada para generar
un patrén de interferencia de tres haces porque el divisor de guia de onda divide ventajosamente la luz de entrada
para generar al menos dos haces que interfieren. Por ejemplo, el divisor de guia de onda puede estar dispuesto para
recibir luz de entrada en su entrada y generar la primera, segunda y tercera luz de entrada. En este caso, la tercera
luz de entrada puede dirigirse a la guia de onda adicional desde una tercera salida del divisor éptico. Esto permite
generar un patrén de interferencia de tres haces dentro de la regién de la muestra a partir de un Unico haz de luz de
entrada, recibido a la entrada del divisor 4ptico, reduciendo alin més la necesidad de una alineacién cuidadosa de
multiples elementos épticos discretos.

Opcionalmente, el componente 6ptico puede comprender una guia de onda adicional. Por comodidad, esta guia de
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onda adicional se denominara en lo sucesivo "segunda guia de onda". La segunda salida del divisor puede estar
dispuesta para dirigir la segunda luz de entrada a la regién de la muestra a través de la segunda guia de onda. La
segunda guia de onda puede estar dispuesta para utilizar la reflexién interna total para dirigir la segunda luz de entrada
a la region de la muestra a lo largo de la segunda trayectoria en la segunda direccién. También por conveniencia, la
mencionada "guia de onda adicional' se denominaréa en el presente documento "tercera guia de onda", aunque se
apreciara que no hay "segunda guia de onda" en algunas realizaciones, por ejemplo, si la segunda salida del divisor
Optico se acopla directamente a la regién de la muestra.

Si la luz se dirige en la primera, segunda y tercera direcciones simultdneamente, el patrén de interferencia periédica
resultante dentro de la regién de la muestra sera el resultado de la interferencia del primer, el segundo y el tercer haz
de luz. La generacién de un patrén de interferencia periédica con al menos tres haces de esta manera puede producir
un patrén que tiene mas franjas que un patrén de interferencia de dos haces. Aumentar el nimero de franjas puede
ser Util para mejorar la calidad de la imagen SIM en determinadas condiciones de imagen, como cuando se utilizan
técnicas SIM de moteado. Las posiciones de las franjas pueden determinarse en parte por el desplazamiento angular
entre pares de haces vecinos. Cambiar las posiciones de las franjas puede ser Util para ajustar la calidad de la imagen
SIM. Notablemente, el patrén de franja formado por la guia de onda puede hacerse mas pequefio que la franja
generada por el lente objetivo tipicamente usado en SIM convencional y en SIM de moteado convencional, fabricando
las guias de onda de un material de alto indice de refraccién - por ejemplo, un material que da un indice de refraccion
efectivo de 2 o mas.

La primera, segunda y tercera direcciones son coplanarias (cuando se consideran como vectores sin posicién). La
primera, segunda y tercera trayectorias asociadas (con posiciones y direcciones) se sitian preferentemente en un
plano comun.

La tercera guia de onda puede estar dispuesta opcionalmente para recibir la tercera luz de entrada desde una tercera
salida del divisor 6ptico. De este modo, el componente 6ptico puede generar un patrén de interferencia de tres haces
con un solo haz de luz de entrada. Las realizaciones de la presente invencién pueden permitir que se generen patrones
de luz de iluminacién més complejos que los que pueden conseguirse utilizando 6pticas de campo lejano
convencionales.

En algunas realizaciones, el componente 6ptico comprende una cuarta guia de onda dispuesta para recibir la cuarta
luz de entrada y utilizar la reflexién interna total para dirigir la cuarta luz de entrada a la regién de muestra a lo largo
de una cuarta trayectoria en una cuarta direcciéon que es diferente de la primera, la segunda y la tercera direcciones.

En este caso, los expertos en la materia veran que un Unico componente éptico (por ejemplo, un chip éptico) forma
cuatro haces de luz separados y los dirige a la regién de la muestra a lo largo de diferentes direcciones, aunque no
necesariamente todos al mismo tiempo. En particular, pueden formarse dos pares diferentes de haces de luz y dirigirse
a la regién de la muestra a lo largo de direcciones diferentes. Por ejemplo, la primera luz de entrada procedente de la
primera guia de onda y la segunda luz de entrada procedente de la segunda salida del divisor éptico pueden dirigirse
a la regién de la muestra para formar un primer par de haces de luz interferentes. La tercera luz de entrada procedente
de la guia de onda adicional y la cuarta luz de entrada procedente de la cuarta guia de onda pueden dirigirse a la
regién de la muestra para formar un segundo par de haces interferentes. De este modo, pueden activarse diferentes
pares de haces interferentes en diferentes momentos mediante la recepcion selectiva de luz de entrada en el divisor
Optico o la recepcién de la tercera y cuarta luz de entrada en la ulterior y cuarta guias de onda, respectivamente. Esto
facilita la generacién de al menos dos patrones de interferencia distintos en diferentes orientaciones relativas a la
regién de la muestra, adecuados para el procesamiento de imagenes SIM. Por supuesto, también puede generarse
un patrén de interferencia de cuatro haces en la regién de la muestra recibiendo luz de entrada en el divisor éptico y
recibiendo tercera y cuarta luz de entrada en la ulterior y cuarta guias de onda, respectivamente.

Los métodos que realizan la invencién pueden por tanto comprender ademas las etapas de:

recibir la cuarta luz de entrada en una cuarta guia de onda del componente 6ptico;

utilizar la reflexién interna total dentro de la cuarta guia de onda para dirigir la cuarta luz de entrada a la regién de
la muestra a lo largo de una cuarta trayectoria en una cuarta direccién, en la que la cuarta direccién es diferente
de la primera, la segunda y la tercera direcciones;

interferir la primera luz de entrada con la segunda luz de entrada para formar un primer patrdén de luz periédico en
la regién de la muestra; e

interferir la tercera luz de entrada con la cuarta luz de entrada para formar un segundo patrén de luz periédico en
la regién de la muestra.

Opcionalmente, la tercera guia de onda puede recibir una tercera luz de entrada desde una tercera salida del divisor
Optico. La cuarta guia de onda puede recibir una cuarta luz de entrada procedente de una cuarta salida del divisor
Optico. Alternativamente, el componente 6ptico puede comprender un segundo divisor 6ptico y la tercera guia de onda
puede estar dispuesta para recibir la tercera luz de entrada desde una salida del segundo divisor 6ptico. La cuarta
guia de onda puede recibir una cuarta luz de entrada procedente de una salida diferente del segundo divisor éptico.
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Se apreciara que el primer par de haces de luz que interfieren puede formar un primer patrén de luz periédico dentro
de una regién de muestra. El segundo par de haces de luz interferentes puede formar un segundo patrén de luz
periédico dentro de la region de la muestra. El segundo patrdn de luz periddico se orienta preferentemente de forma
diferente con respecto a la regidén de la muestra que el primer patrén de luz periddico. El primer y segundo patrones
de luz periédicos pueden formar franjas lineales. Las franjas lineales del primer patrén de luz periédico pueden
extenderse perpendicularmente a un eje de la regién de muestra, y las franjas lineales del segundo patrén de luz
periédico pueden extenderse perpendicularmente a un eje diferente de la regiéon de muestra.

En uso, la luz puede dirigirse al divisor 6ptico para dirigir la luz a la regién de muestra en la primera direccién y en la
segunda direccidén al mismo tiempo, para formar un primer patrén de luz peridédico en la regién de muestra. Adicional
o alternativamente, la luz puede dirigirse a la regién de la muestra en la tercera direccién al mismo tiempo que la luz
se dirige a laregién de la muestra en la cuarta direccidn, con el fin de formar un segundo patrén de luz periédico en la
regién de la muestra. Alternativa o adicionalmente, la luz puede dirigirse a la regién de la muestra en la tercera
direccién al mismo tiempo que la luz se dirige a la regién de la muestra en la primera y la segunda direcciones, con el
fin de formar un tercer patrén de luz periddico en la regiéon de la muestra. Alternativa o adicionalmente, la luz puede
dirigirse a la regidén de la muestra en la cuarta direccién al mismo tiempo que la luz se dirige a la regién de la muestra
en la primera y la segunda direcciones, a fin de formar un cuarto patrén de luz periédico en la regién de la muestra.
Alternativa o adicionalmente, la luz puede dirigirse a la regién de la muestra en la tercera y cuarta direcciones al mismo
tiempo que la luz se dirige a la regién de la muestra en la primera y segunda direcciones, para formar un quinto patrén
periédico de luz en la regién de la muestra. En este Gltimo caso, se genera un patrén de interferencia de cuatro haces.

El componente éptico comprende preferentemente una capa de guiado éptico (es decir, una capa de ndcleo). El
componente 6ptico estd dispuesto preferentemente para apantallar parte o toda la luz de entrada de la atmésfera,
dirigiendo parte o toda la luz en la capa de guia éptica. Preferentemente, esta capa de guiado 6ptico no es aire
(aunque, por supuesto, puede estar adyacente o rodeada de aire); preferentemente es sélida. De este modo, el
componente éptico puede minimizar o evitar las fluctuaciones en el patrén de interferencia causadas por fluctuaciones
aleatorias en la atmésfera -por ejemplo, debidas a fluctuaciones en el flujo de aire y en la composicién del aire- que,
de otro modo, podrian dar lugar a desplazamientos de fase aleatorios entre los haces interferentes y, por tanto, a una
inestabilidad no deseada en el patrén de interferencia.

Ademas, se apreciara que, debido a que los haces interferentes formados por el divisor de guia de onda se derivan
de la misma luz de entrada, cualquier fluctuacién temporal experimentada por la luz de entrada antes de entrar en el
divisor de guia de onda -cualquiera que sea la causa- puede esperarse que afecte a cada uno de los haces
interferentes de la misma manera. De este modo, las fluctuaciones no deberian provocar un desplazamiento de fase
relativo entre los haces interferentes. Por lo tanto, un patrén de interferencia generado por las realizaciones de la
invencién puede ser mas estable que los patrones formados con técnicas SIM alternativas que utilizan campos de luz
que se propagan, por ejemplo, en el espacio libre.

En un conjunto preferido de realizaciones, el componente 6ptico se utiliza en un sistema que comprende una unidad
de formacién de iméagenes que utiliza una lente objetivo para recoger la luz emitida por una muestra en la regién de
muestra. El objetivo puede formar parte de la unidad de imagen o ser un componente independiente. Las técnicas SIM
convencionales utilizan el mismo objetivo para dirigir la luz a la regién de la muestra, para generar un patrén de
interferencia y también para obtener imagenes de una muestra. Las realizaciones de la presente invencién, sin
embargo, utilizan el componente éptico para dirigir la luz sobre la muestra, independientemente de la lente de imagen.
De este modo, la lente del objetivo de la unidad de formacidn de imagenes puede optimizarse Unicamente para recoger
la luz de la muestra. En particular, puede utilizarse una lente de menor apertura numérica en comparacién con las
técnicas anteriores, ya que no es necesario que la lente enfoque la luz de iluminacién muy finamente, por lo que puede
proporcionar ventajosamente un campo de visidn mas amplio para obtener imagenes méas extensas de una muestra,
sin pérdida de resolucidn éptica. Cuando la region de la muestra es adyacente a una cara del componente 6ptico, la
unidad de formacién de imagenes puede recoger la luz directamente de la regién de la muestra -por ejemplo, la lente
del objetivo puede estar situada en el mismo lado del componente éptico que la regién de la muestra- o la unidad de
formacion de imagenes puede recoger la luz que pasa a través del componente 6ptico desde la regién de la muestra
-por ejemplo, con la lente del objetivo situada en un lado opuesto del componente éptico que la regién de la muestra-

Preferentemente, el componente 6ptico es un componente foténico integrado. Es decir, por ejemplo, el componente
Optico puede ser un circuito integrado fotdnico (PIC) o un circuito éptico integrado. En general, un PIC comprendera
al menos dos secciones, con al menos una guia de onda (por ejemplo, una guia de onda unidimensional o
bidimensional) entre ellas.

El componente 4ptico es preferentemente un componente monolitico. Es preferible que no contenga piezas moéviles
independientes. Los elementos (por ejemplo, divisor(es) éptico(s), guia(s) de ondas y regién(es) de muestra) del
componente 6ptico estan preferentemente unidos entre si, directa o indirectamente. Pueden cultivarse o depositarse
en un sustrato comdn. Los elementos del componente 6ptico pueden comprender uno o més de material
semiconductor y material dieléctrico (por ejemplo, diéxido de silicio). El material semiconductor y/o el material
dieléctrico pueden crecer sobre un sustrato (por ejemplo, vidrio, silicio o un sustrato de material del grupo IlI-IV). Por
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ejemplo, el material semiconductor y/o el material dieléctrico pueden cultivarse mediante un proceso epitaxial (por
ejemplo, epitaxia de haces moleculares) o un proceso de deposicién (por ejemplo, un proceso de pulverizacién
catédica o de deposicidon quimica de vapor). Los elementos del componente &ptico pueden estar integrados
monoliticamente en un sustrato del componente 6ptico, que puede ser un sustrato plano. La integracién de los
elementos garantiza ademas que la luz de entrada recibida por el componente 6ptico esté protegida de los efectos de
un entorno fluctuante (por ejemplo, fluctuaciones de temperatura). Por lo tanto, se apreciard que los componentes
opticos aqui divulgados funcionan para dirigir y apantallar simultaneamente la luz con el fin de reducir las fluctuaciones
de fase en los haces de luz interferentes. De este modo, no se necesitan componentes opto-mecanicos separados
para (i) guiar la luz, y (ii) proteger la luz de los cambios de temperatura, humedad y/o flujo de aire. Ventajosamente,
por lo tanto, los componentes 6pticos divulgados aqui pueden hacerse mas pequefios y mas baratos que los arreglos
de la técnica anterior.

Un sustrato del componente 6ptico puede ser, o comprender, silicio o vidrio. Preferentemente, el sustrato tiene un
grosor maximo o medio (por ejemplo, la media) de menos de 200 micrémetros, como 160-170 micrometros. En algunas
realizaciones, el sustrato puede ser transparente, para permitir que la luz se recoja de la regidén de la muestra a través
del sustrato.

En algunas realizaciones, la primera direccidén puede ser paralela y opuesta a la segunda direccién. En consecuencia,
la primera y la segunda luz de entrada dentro de la regién de la muestra pueden ser haces de propagacidn contraria.
El patrén de interferencia periédica generado por la interferencia de dos haces que se propagan en sentido contrario
suele ser sustancialmente rayado.

En algunas otras realizaciones, la segunda direccién puede estar angularmente desplazada con respecto a la primera
direccién en un angulo de menos de 180 grados. Opcionalmente, el desplazamiento angular puede ser inferior a 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140 o 160 grados.

En general, el patrén de luz periddico generado por realizaciones de la invencién puede tener cualquier forma. No se
limita a ningan periodo espacial concreto ni a ningiin nimero concreto de repeticiones periédicas (tres instancias de
un elemento comun seria normalmente un minimo para establecer que un patrén tiene una estructura periddica, pero
puede haber millones de repeticiones o més). El patrén puede ser simple (por ejemplo, rayas rectas) o mas complejo
(por ejemplo, un patrén de manchas con una estructura regular). El patrén puede ser periédico en una sola dimensién,
o en dos o tres dimensiones. El periodo en cada dimensién puede diferir. Se apreciard que el periodo en cualquier
dimensién puede variar sobre el patrén -por ejemplo, aumentando lentamente con la distancia, alejdndose de una
regién central- sin que esto impida que el patrén se considere periédico.

Tipicamente, el periodo de franja sera igual a Ao / 2.nereciivo-5€NB, donde A, es la longitud de onda de la luz dirigida en
las primera y segunda direcciones, Nefectivo €S €l indice de refraccion efectivo del modo guiado, y @ es el angulo de
desfase entre la primera y segunda direcciones. Esta férmula permite generar un periodo de franja deseado, eligiendo
adecuadamente la longitud de onda y el angulo de desfase. Si los angulos de desplazamiento entre pares de
direcciones no son iguales, pueden generarse patrones de franjas con periodos diferentes, incluso para la misma
longitud de onda de luz de entrada (aunque con orientaciones diferentes). La posibilidad de cambiar faciimente el
periodo de franja puede ser Util en determinadas aplicaciones de formacién de imégenes, por ejemplo, cuando se
utilizan lentes de objetivo de menor aumento y menor apertura numérica (para permitir un amplio campo de visién),
en las que podria ser necesario cambiar el periodo de franja del patrén de iluminacidn para llenar el espacio de Fourier.

Como se ha mencionado anteriormente, en algunas realizaciones, el componente 6ptico puede comprender una cuarta
guia de onda dispuesta para recibir la cuarta luz de entrada y utilizar la reflexién interna total para dirigir la cuarta luz
de entrada a la regién de muestra, como un cuarto haz de luz, a lo largo de una cuarta trayectoria en una cuarta
direccién que es diferente de la primera, la segunda y la tercera direcciones.

En algunas realizaciones, la primera, la segunda, la tercera y la cuarta direcciones son coplanarias (cuando se
consideran como vectores sin posicién). La primera y la segunda trayectorias pueden estar situadas a lo largo de un
primer eje que atraviesa la regién de la muestra, pero en direcciones opuestas. La tercera y cuarta direcciones pueden
estar situadas a lo largo de un segundo eje que atraviesa la regién de la muestra, pero en direcciones opuestas. El
segundo eje puede estar desplazado angularmente con respecto al primero. El desplazamiento angular entre el primer
eje y el segundo eje puede ser igual a 90 grados, pero los ejes estan preferentemente desplazados con un angulo
agudo inferior a 90 grados, y puede ser inferior a 10, 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70 u 80 grados.

En otras realizaciones, la tercera direccién puede estar angularmente desplazada con respecto a la primera direccién
en un angulo de menos de 180 grados. El desplazamiento angular puede ser inferior a 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140
o 160 grados. La cuarta direccién puede estar angularmente desplazada con respecto a la tercera direccién en un
angulo inferior a 180 grados. El desplazamiento angular puede ser inferior a 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 o 160 grados.

La cuarta guia de onda puede estar dispuesta para recibir la cuarta luz de entrada desde una cuarta salida del divisor
optico. De este modo, el componente 6ptico puede generar un patrén de interferencia de cuatro haces con un solo
haz de luz de entrada.
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Alternativamente, la cuarta guia de onda puede estar dispuesta para recibir la cuarta luz de entrada desde una segunda
salida del segundo divisor 6ptico. De este modo, el componente 6ptico puede conmutarse entre la generacién de un
patrén de interferencia mediante la interferencia del primer y segundo haces de luz (por ejemplo, a lo largo del primer
eje a través de la regién de la muestra), y la generacién de un patrdn de interferencia mediante la interferencia del
tercer y cuarto haces de luz (por ejemplo, a lo largo del segundo eje a través de la regién de la muestra) dependiendo
de si la luz de entrada se recibe en el primer divisor éptico o en el segundo divisor ptico.

En algunas realizaciones, el componente 6ptico esta dispuesto para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra en
cinco, seis, siete, ocho o més direcciones diferentes, a lo largo de trayectorias respectivas. En una serie de
realizaciones, el componente 6ptico esta dispuesto para dirigir la luz hacia la regién de la muestra en direcciones
opuestas a lo largo de cada uno de los tres ejes diferentes. El componente éptico puede comprender tres divisores
Opticos, cada uno de los cuales tiene dos salidas que estan acopladas a dos guias de onda respectivas que estan
dispuestas para dirigir la luz en direcciones opuestas respectivas a lo largo de uno de los tres ejes. Los tres ejes
pueden ser coplanarios y estar regularmente espaciados en rotacion, es decir, a 120 grados entre si. Esto permite
iluminar una muestra en la regién de la muestra con patrones de franjas en tres orientaciones diferentes, giradas 120
grados entre si, lo que permite utilizar facilmente las técnicas de procesamiento SIM conocidas.

En algunas realizaciones, el componente éptico puede comprender una rejilla acoplada épticamente a la regién de
muestra. La rejilla 6ptica puede estar dispuesta para dirigir la luz recibida hacia la regién de la muestra a lo largo de la
tercera trayectoria en la tercera direccién. La tercera guia de onda puede acoplarse 6pticamente a la rejilla para dirigir
la tercera luz de entrada a la regién de la muestra en la tercera direccidén a través de la rejilla. Se apreciara que la
tercera guia de onda puede recibir la tercera luz de entrada de una fuente externa, - por ejemplo, en los sistemas aqui
presentes, un dispositivo de inyeccién de luz puede inyectar la tercera luz de entrada en la tercera guia de onda.
Preferentemente, la luz dirigida a la regién de la muestra en la primera direccién y la segunda direccién se encuentra
en un primer plano, y la tercera direccién no se encuentra en el primer plano. La tercera direccién puede ser
perpendicular al primer plano.

Alternativamente, la tercera guia de onda puede estar acoplada épticamente a la primera guia de onda para recibir al
menos parte de la luz de la primera guia de onda. La disposicién épticamente acoplada de la primera guia de onda y
la tercera guia de onda puede formar un acoplador direccional (por ejemplo, acoplador de guia de onda evanescente).
Asi, la luz que entra en la primera guia de onda puede dividirse de modo que una parte de la luz recibida se propague
en la primera guia de onda, y otra parte de la luz recibida se propague en la tercera guia de onda.

En realizaciones de cualquier aspecto en las que la primera luz de entrada y la segunda luz de entrada se dirigen a la
primera guia de onda y a la segunda guia de onda respectivamente desde un divisor 6ptico, puede generarse
convenientemente y con precision un patrén de interferencia de tres haces a partir de un solo haz de entrada al divisor
optico, y la tercera luz de entrada. En las realizaciones en las que la tercera guia de onda esta acoplada 6pticamente
a la primera guia de onda para recibir al menos parte de la luz de la primera guia de onda como tercera luz de entrada,
se vera que el patrén de interferencia de tres haces puede generarse convenientemente y con precisién a partir de un
solo haz de entrada en el divisor 6ptico del componente 6ptico.

En realizaciones preferidas, el componente 6ptico comprende un sustrato, y la rejilla dptica estd dispuesta entre la
regién de muestra y el sustrato del componente éptico. Preferentemente, la rejilla esta dispuesta directamente debajo
de la regién de la muestra. De este modo, la rejilla puede dirigir la tercera luz de entrada a la regién de la muestra en
la tercera direccién desde debajo de la regién de la muestra. Preferentemente, la tercera guia de onda esta dispuesta
entre la regién de la muestra y el sustrato. La tercera guia de onda puede estar situada junto a la rejilla vy,
preferentemente, en el mismo plano que la rejilla.

El componente éptico puede ser sustancialmente plano, o puede comprender un sustrato plano. Por lo tanto, el
componente o sustrato puede definir un plano. La primera y la segunda direccién pueden (cuando se consideran
vectores sin posicién) estar situadas en el plano del componente ptico.

El componente éptico comprende preferentemente una interfaz de entrada. La interfaz de entrada puede estar
acoplada 6pticamente a una o mas -y preferentemente a todas- las guias de onda; esto puede ser por medio de una
0 mas guias de onda de acoplamiento en el componente éptico. La interfaz de entrada puede acoplarse al divisor
6ptico mediante una guia de onda de acoplamiento. La interfaz de entrada puede estar distribuida en una pluralidad
de caras del componente éptico, pero preferentemente estad formada en una cara del componente éptico.

La interfaz de entrada puede proporcionarse mediante un Unico zécalo u otro medio de conexién, que puede
comprender una pluralidad de puertos de entrada. Cada puerto de entrada puede corresponder a un conjunto
respectivo de una o mas guias de onda; estos conjuntos pueden solaparse. La interfaz de entrada puede estar
dispuesta para acoplarse con uno o mas cables de fibra éptica (por ejemplo, un conjunto de fibras o un adaptador de
fibra) que pueden proporcionar luz de entrada al componente éptico. El uso de una interfaz de entrada de este tipo
puede simplificar el proceso de conexién y configuracién.
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El componente 6ptico puede comprender un primer puerto de entrada y un segundo puerto de entrada. El primer y
segundo puertos de entrada pueden estar ambos acoplados épticamente a la primera guia de onda; por ejemplo, el
componente éptico puede comprender un combinador 6ptico que tenga una primera entrada acoplada 6pticamente al
primer puerto de entrada, una segunda entrada acoplada épticamente al segundo puerto de entrada y una salida
acoplada épticamente a la primera guia de onda. El combinador éptico podria comprender una unién de guia de onda
de rama en Y. El combinador 6ptico puede estar situado a continuacién del divisor éptico. El primer y segundo puertos
de entrada también pueden estar acoplados épticamente a la segunda o tercera guia de onda. Para al menos algunas
longitudes de onda de la luz de entrada, el componente éptico puede estar dispuesto de modo que al proporcionar la
luz de entrada al primer puerto de entrada se cree un primer patrdn de interferencia en la regién de la muestra, mientras
que, alternativamente, al proporcionar la luz de entrada al segundo puerto de entrada se cree un segundo patrén de
interferencia en la regién de la muestra, el primer y segundo patrones de interferencia tienen una orientacién comun,
pero el segundo patrén de interferencia estd desplazado (es decir, desfasado) con respecto al primer patrén de
interferencia.

En algunas realizaciones de los métodos divulgados en el presente documento, cualquiera de una o més de la primera,
la segunda (cuando esta presente) o la tercera guia de onda recibe adicionalmente luz de entrada auxiliar respectiva
primera, segunda o tercera, preferentemente de la misma longitud de onda que la primera, segunda y tercera luz de
entrada. La primera guia de onda puede dirigir la primera luz de entrada auxiliar hacia la regién de la muestra a lo
largo de la primera trayectoria en la primera direccién. Del mismo modo, cuando esté presente, la segunda guia de
onda puede dirigir la segunda luz de entrada auxiliar a la regién de la muestra a lo largo de la segunda trayectoria en
la segunda direccién. La tercera guia de onda puede dirigir la tercera luz de entrada auxiliar hacia la regién de la
muestra a lo largo de la tercera trayectoria en la tercera direccién. Asi, se apreciara que un patrén de interferencia de
dos haces o un patrén de interferencia de tres haces puede generarse dentro de la regién de la muestra con luz de
entrada auxiliar. La primera luz de entrada auxiliar dentro de la regién de muestra puede tener un desfase distinto de
cero con respecto a la primera luz de entrada dentro de la regién de muestra.

Esto puede conseguirse mediante el chip éptico que tiene una diferencia de longitud de trayectoria éptica desde una
entrada al componente 6ptico y la regién de muestra entre la primera luz de entrada y la primera luz de entrada auxiliar.
La segunda luz de entrada auxiliar dentro de la regién de muestra puede tener un desfase distinto de cero con respecto
a la segunda luz de entrada dentro de la regién de muestra. La tercera luz de entrada auxiliar dentro de la regién de
muestra puede tener un desfase distinto de cero con respecto a la tercera luz de entrada dentro de la regién de
muestra. De este modo, introduciendo selectivamente la luz auxiliar, en lugar de la luz de entrada, por una o0 més de
la primera, segunda y tercera guias de onda, puede obtenerse un desplazamiento lateral en un patrén de interferencia.

El chip éptico puede comprender primeras y/o segundas y/o terceras guias de onda auxiliares. Una o varias de la
primera, segunda y tercera guias de onda pueden acoplarse 6pticamente, por ejemplo mediante un combinador 6ptico,
a una primera, segunda y tercera guias de onda auxiliares. La primera, la segunda y la tercera guias de onda auxiliares
pueden estar dispuestas respectivamente para dirigir la primera, la segunda y la tercera luz de entrada auxiliar hacia
la primera, la segunda y la tercera guias de onda. Preferentemente, una o mas de la primera, segunda y tercera guias
de onda auxiliares estan dispuestas para recibir respectivamente primera, segunda y tercera luz de entrada auxiliar
de uno o mas divisores de guia de onda auxiliares. Preferentemente, el divisor o divisores auxiliares de guia de onda
forman parte del componente 64ptico.

Por supuesto, se apreciard que no es esencial desfasar la fase de la luz de entrada auxiliar con las guias de onda
auxiliares y que en algunas realizaciones la luz de entrada auxiliar recibida por uno o mas elementos del componente
Optico puede tener inherentemente un desfase distinto de cero con respecto a la luz de entrada.

Se apreciara que desplazar la fase de uno o mas de los haces de luz de entrada auxiliares que interfieren dentro de
la regiébn de muestra puede generar un patrén de interferencia que es diferente de cualquiera de los patrones de
interferencia generados al interferir dos 0 méas de los haces de luz de entrada dentro de la regién de muestra. Por
ejemplo, el patrén de interferencia auxiliar generado al dirigir la primera luz de entrada auxiliar a la regién de la muestra
en la primera direccién y la segunda luz de entrada auxiliar a la regién de la muestra en la segunda regién sera
diferente del patrén de interferencia generado al dirigir la primera luz de entrada a la regidén de la muestra en la primera
direccién y la segunda luz de entrada a la regién de la muestra en la segunda regién. En particular, se apreciara que
la posicidn de las franjas de interferencia en este patrén de interferencia auxiliar sera diferente.

En realizaciones que comprenden una cuarta guia de onda, la cuarta guia de onda puede estar dispuesta para recibir
la cuarta luz de entrada auxiliar y dirigir la cuarta luz de entrada auxiliar a la regién de muestra a lo largo de la cuarta
trayectoria en la cuarta direccién. En este caso, la cuarta guia de onda puede estar acoplada 6pticamente a una cuarta
guia de onda auxiliar. La cuarta guia de onda auxiliar puede dirigir la cuarta luz de entrada auxiliar a la cuarta guia de
onda. La cuarta guia de onda auxiliar puede recibir la cuarta luz de entrada auxiliar del divisor de la guia de onda
auxiliar.

Ventajosamente, por lo tanto, las franjas en un patrdn de luz periédico generado dentro de la regién de muestra pueden
desplazarse axialmente seleccionando para interferir luz de entrada auxiliar o luz de entrada.
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En algunas realizaciones, cualquiera de la primera, la segunda (cuando esta presente), la tercera o la cuarta (cuando
esta presente) guias de onda puede recibir luz de entrada auxiliar desde la salida de un divisor de guia de onda auxiliar
respectivo. En este caso, la trayectoria 6ptica desde una salida del divisor de guia de onda auxiliar hasta la regién de
muestra puede ser mas largo que la trayectoria 6ptica desde la salida del primer divisor éptico, u otro de los divisores
de guia de onda auxiliares, hasta la regién de muestra. Se apreciara que la mayor longitud de la trayectoria desplazara
la fase de la luz de entrada auxiliar con respecto a la luz de entrada.

Preferentemente, el primer divisor 6ptico puede ser un divisor de rama en Y, un acoplador de guia de onda
evanescente (también denominado en el presente documento acoplador direccional) o un componente de interferencia
multimodo (MMI). Una ventaja de utilizar una MMI es que proporciona una divisidn de bajas pérdidas y puede
proporcionar méas de dos salidas.

En algunas realizaciones, al menos una de las guias de onda (por ejemplo, al menos la primera guia de onda) esta
dispuesta para guiar la luz recibida hacia la regién de muestra a lo largo de una trayectoria 6ptica respectiva, en el
que dicha trayectoria éptica tiene una anchura que aumenta en una direccién hacia la regién de muestra. Esto puede
ser Util para iluminar un area mayor de la regién de la muestra con la luz recibida, y generar asi un patrén de
interferencia mayor. La anchura aumenta preferentemente de forma adiabatica, de modo que puede mantenerse una
condicién monomodo de la guia de onda; esto puede ser Util para determinadas técnicas de formacién de imagenes
SIM.

La regién de muestra esta situada preferentemente al menos en parte dentro o adyacente al componente 6ptico. La
regién de la muestra puede estar definida, al menos en parte, por una o mas superficies del componente 6ptico. Estas
una o mas superficies pueden recubrirse con una capa biocompatible, por ejemplo, una capa que comprenda
moléculas de BSA (albumina sérica bovina), PEG (polietilenglicol) o PLL (poli-L-lisina). EI componente éptico puede
definir un pocillo de muestra con una o mas paredes, por ejemplo, cuatro 0 més paredes laterales planas. La regién
de muestra puede estar en el pocillo de muestra. La regién de muestra o pocillo de muestra comprende
preferentemente una base, que es preferentemente plana. El pocillo de la muestra puede estar definido, al menos en
parte, por una capa o regién de revestimiento del componente 6ptico. El pocillo de la muestra puede estar definido, al
menos en parte, por uno o mas elementos (por ejemplo, de polidimetilsiloxano) que colindan con el componente 6ptico,
0 que sobresalen del componente 6ptico; estos elementos pueden definir una cdmara abierta o cerrada.

En algunas realizaciones, una cara (por ejemplo, una base) de la regién de muestra puede estar definida por una
superficie de una capa de guia éptica (es decir, capa de nucleo) del componente 6ptico. La superficie de la capa de
guiado 6ptico puede estar expuesta (por ejemplo, al aire o al agua), al menos adyacente a la regién de muestra (al
menos, cuando no hay muestra presente). Por ejemplo, en algunas realizaciones se utiliza un fluido como el aire o el
agua como capa de revestimiento superior de la guia(s) de onda, en cuyo caso una base de la regién de muestra
puede estar definida por una superficie superior de la capa de guiado 6ptico de la guia(s) de onda. De este modo, se
puede colocar una muestra directamente sobre una guia de onda, para que interactlie con un campo evanescente de
luz guiada dentro de la guia de onda. En tales disposiciones, puede que no siempre sea necesario un pocillo de
muestras, y una muestra puede iluminarse con un patrén de interferencia colocandola directamente sobre una guia
de onda y guiando dos haces que se propagan en sentido contrario dentro de la guia de onda; sin embargo, en algunos
casos puede proporcionarse un pocillo de muestras, por ejemplo, mediante una camara de muestras colocada sobre
la superficie de la guia de onda, para contener la muestra.

En un conjunto de realizaciones, al menos la primera guia de onda comprende una faceta de extremo desde la que la
luz (por ejemplo, la primera luz de entrada) que recibe se dirige a la regién de muestra. Preferentemente, la segunda
guia de onda (cuando esté presente) comprende una faceta final desde la que la luz de entrada que recibe (es decir,
la segunda luz de entrada) se dirige a la regién de la muestra. Preferentemente, la tercera guia de onda comprende
una faceta final desde la que la luz de entrada que recibe (es decir, la tercera luz de entrada) se dirige a la regién de
la muestra. En tales disposiciones se apreciara que las facetas extremas de al menos la primera y la tercera guias de
onda pueden definir paredes laterales respectivas de un pocillo de muestra. Por lo tanto, la faceta final de al menos la
primeray la segunda guia de onda puede colocarse lateral a un érea de superficie en la que la muestra es posicionable
en la regién de la muestra. Ademas, al menos una de estas paredes laterales puede comprender al menos una capa
de guia de onda. Laregién de la muestra puede colindar con la faceta final. Alternativamente, puede haber un medio,
como un espacio de aire y/o una solucidén tampdn celular (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato, PBS),
entre la faceta del extremo y la muestra o regién de muestra. La faceta del borde puede recubrirse con una capa
biocompatible, por ejemplo, que comprenda moléculas de BSA (albumina sérica bovina), PEG (polietilenglicol) o PLL
(poli-L-lisina).

Tales disposiciones permiten ventajosamente que los fluoréforos (u otros marcadores emisores de luz de este tipo
incrustados dentro de la muestra) sean excitados mas all4 de una regiéon superficial de la muestra - por ejemplo, méas
profundamente en la muestra de lo que penetra un campo evanescente de la guia de onda, que es tipicamente unos
pocos cientos de handmetros.

Tales disposiciones también permiten que los fluoréforos (u otros marcadores emisores de luz de este tipo) se exciten
eficientemente a una potencia relativamente alta, para una fuente de luz dada (por ejemplo, laser), en comparacién
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con las técnicas de iluminacién basadas en campo evanescente conocidas, en las que las potencias de excitacién son
relativamente bajas - tipicamente menos de aproximadamente el 10 % de la potencia de luz de entrada total.

La luz procedente de la faceta extrema de al menos la primera guia de onda tiene preferentemente forma de lamina
de luz. La ldmina de luz entra preferentemente en la regién de la muestra en un plano sustancialmente paralelo a un
plano principal del componente 6ptico (por ejemplo, el plano de un sustrato plano del componente éptico). Al generar
una ldmina de luz, se puede iluminar preferentemente toda la seccién transversal de una regién de la muestra. En
consecuencia, un patrén de interferencia periédica puede iluminar toda la seccién transversal de la regién de la
muestra.

El espesor de un haz u hoja de luz que emana de la faceta extrema de al menos la primera guia de onda es
preferentemente inferior a 500, 1000 o 2000 nanémetros. Para facilitar esto, la capa de guia de onda de al menos la
primera guia de onda puede depositarse como una fina pelicula de material transparente que transmite la luz. Esta
fina pelicula puede tener un grosor inferior a 1 micrémetro.

En otro conjunto de realizaciones, al menos la primera guia de onda esta dispuesta para dirigir hacia la regién de la
muestra Unicamente un componente de campo evanescente de la luz que recibe. En tales realizaciones, la regién de
la muestra est4 preferentemente en contacto con al menos la primera guia de onda.

Cualquiera de las guias de onda puede comprender una primera regién de nucleo respectiva y una primera regidén de
revestimiento en contacto con la primera regién de nucleo, teniendo la primera regién de nucleo un indice de refraccion
mayor que la primera regiéon de revestimiento y estando dispuesta para guiar la luz recibida a lo largo de la guia de
onda utilizando reflexién interna total. Preferentemente, dos o méas de las guias de onda (por ejemplo, la primera y la
segunda guia de onda) comprenden el mismo ndcleo y las mismas regiones de revestimiento. Uno o més de los
divisores épticos (por ejemplo, el primer divisor 6ptico) puede comprender las mismas regiones de nlcleo y de
revestimiento. La primera regidén de revestimiento (por ejemplo, una regidén de revestimiento éptico inferior) de la(s)
guia(s) de ondas y/o el(los) divisor(es) dptico(s) puede(n) estar dispuesta(s) entre la primera regién del nicleo y un
sustrato del componente éptico. En algunas realizaciones, la primera regién del nucleo puede estar dispuesta entre la
primera regién de revestimiento y una segunda regiéon de revestimiento (por ejemplo, una regién de revestimiento
Optico superior). La segunda regién de revestimiento tiene preferentemente un indice de refraccién inferior al de la
primera regién del nucleo. En algunas realizaciones, puede utilizarse aire o agua como segunda regiéon de
revestimiento; en este caso, puede considerarse que una regién de aire 0 agua constituye la segunda regién de
revestimiento y forma parte del componente éptico, o puede considerarse que el aire o el agua estadn separados del
componente 6ptico, de modo que el componente 6ptico no comprende en si una capa de revestimiento superior.
Términos tales como "superior”, "inferior”, "pocillo" y "base", tal como se utilizan en el presente documento, no deben
entenderse como que limitan necesariamente el componente &ptico para ser utilizado en cualquier angulo de
inclinacién particular. Sin embargo, en algunas realizaciones, la gravedad puede utilizarse para retener una muestra
en la regién de la muestra, y el componente éptico puede entonces tener un dngulo natural de uso, 0 una gama de
angulos utilizables.

En montajes SIM convencionales en los que el patrén de iluminacién si forma con una lente objetivo de formacién de
imagenes, la resolucién 6ptica de SIM es aproximadamente A./4.N.A., donde N.A. es la apertura numérica de la lente
objetivo. Normalmente, el N.A. mas alto utilizado en estas técnicas convencionales es de 1,49y, en algunos casos, la
muestra se sumerge en una solucién cuyo indice de refraccién se aproxima al del agua (es decir, en torno a 1,33).

Al menos algunas de las disposiciones aqui divulgadas tienen una resolucién éptica de AJ/2(N.A. + Netectivo), donde
Nefectivo €S €l indice de refraccidn efectivo del modo guiado dentro de la guia de onda, y N.A. es la apertura numérica
de un objetivo de formacién de imagenes. Esto permite mejorar la resolucidn utilizando un Nefecivo Mayor que N.A. Esto
es posible utilizando elementos con un indice de refraccién adecuadamente alto en el componente dptico para dirigir
la luz de interferencia dentro de la regidén de la muestra. Por ejemplo, se puede conseguir un Neseciivo de alrededor de
1,9 a 2 utilizando guias de onda de pentdxido de tantalo o nitruro de silicio.

El espaciado entre franjas en un patrén de luz es tipicamente proporcional a Ao/2netectivo, donde A, es la longitud de
onda de los haces que interfieren en el vacio y nefectivo €S €l indice de refraccién efectivo del modo guiado dentro de la
guia de onda. En algunas disposiciones de la técnica anterior, Nefeciivo SU€lE ser de 1 a 1,33, ya que la mayor parte o la
totalidad de la energia de los haces interferentes, en la regién de interferencia, se encuentra en un medio basado en
aire o agua.

En realizaciones de la presente invencidn (por ejemplo, realizaciones en las que la luz evanescente forma un patrén
de luz periédico), en las que un patrén de luz esta formado por haces de luz interferentes que tienen la mayor parte
de su energia luminosa dentro de uno o0 mas elementos de direccion de la luz (por ejemplo. en una guia de onda que
dirige la luz hacia la regién de la muestra, o un divisor éptico que dirige la luz hacia la regién de la muestra), se
apreciara que el indice de refraccién efectivo experimentado por la luz interferente dependeré de la composicién del
indice de refraccion de los elementos que dirigen la luz, en lugar de principalmente aire o agua, y, como resultado,
Nefectivo PUEde hacerse superior a 1,33 porque los elementos que dirigen la luz pueden fabricarse a partir de materiales

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3009 441 T3

que tienen indices de refraccidn superiores a 1,33. Por ejemplo, pueden obtenerse valores de Nesectivo de alrededor de
1,7 a 2 en guias de onda que comprenden una capa de nlcleo de pentadxido de tantalo o nitruro de silicio y capas de
revestimiento de silicio.

Valores nereciive MAas altos reducen el espaciado entre las franjas en el patrén de interferencia, lo cual es deseable
porque aumenta la resolucién de la imagen SIM. Por lo tanto, preferentemente, en algunas realizaciones, al menos
una de las guias de onda comprende pentadxido de tantalo o nitruro de silicio, preferentemente en la capa del nlcleo.
Preferentemente, al menos una de las guias de onda tiene una capa de revestimiento que comprende silicio.
Preferentemente, el componente 6ptico es tal que nNefecivo €S Mayor que 1,33 en la regién de la muestra y
preferentemente al menos 2, por ejemplo, 2,5, 3, 3,5 o0 mas.

En realizaciones en las que la regién de muestra comprende un pocillo de muestra para alojar una muestra, el pocillo
de muestra puede estar definido al menos parcialmente por una o ambas de la primera regién de revestimiento y la
primera regién de nucleo.

La primera region de revestimiento de la primera guia de onda, y preferentemente la segunda guia de onda (cuando
esta presente), puede estar conformada para definir, al menos parcialmente, la regién de muestra (por ejemplo, un
pocillo de muestra) para alojar la muestra. En particular, una o ambas de la primera region de revestimiento y la primera
regién de nucleo pueden estar conformadas para definir un pocillo o regién de muestra (por ejemplo, proporcionando
un plano base para una regién o pocillo de muestra).

En un conjunto de realizaciones, al menos la primera guia de onda es una guia de onda unidimensional o es una guia
de onda bidimensional. En algunas realizaciones, una o mas de las guias de onda es una guia de onda monomodo.
En algunas realizaciones, una o mas de las guias de onda es una guia de onda acanalada bidimensional, o una guia
de onda en tira bidimensional, o0 una guia de onda de losa unidimensional.

En las guias de onda acanalada, se apreciara que el guiado ptico transversal (es decir, en una direccién normal a un
plano de las capas/regiones de nucleo y revestimiento) se proporciona mediante un contraste de indice de refraccion
entre la capa de nucleo y las capas de revestimiento. El guiado 6ptico lateral se consigue mediante una cresta en la
capa de revestimiento superior. El guiado éptico lateral en la estructura de guia de onda acanalada aumenta la
intensidad de la luz evanescente (es decir, el campo evanescente) que se propaga fuera de la capa central. Por
consiguiente, en comparacién con el uso de una estructura de guia de onda de losa convencional (que no tiene cresta),
puede aumentarse la intensidad de la luz evanescente que se superpone a la regién de la muestra. Asi, utilizando una
guia de onda acanalada, puede aumentarse la intensidad de la luz evanescente dirigida a la regién de la muestra
desde una guia de onda acanalada, lo que permite generar un patrén de luz periédico mas intenso.

Otra ventaja de utilizar guias de onda acanalada en comparacién con las guias de onda de losa (que sélo proporcionan
guiado &ptico transversal) es que permiten curvas y giros mas pronunciados con menos fugas de luz. De este modo,
se pueden utilizar curvas y giros mas pronunciados en la guia de onda para proporcionar un componente 6ptico mas
compacto con una huella reducida. En particular, se pueden utilizar curvas y giros mas pronunciados en la guia de
onda para dirigir la luz de entrada desde un lado del componente 6ptico (por ejemplo, desde la cara de entrada) a
diferentes lados de la regidén de la muestra y a lo largo de diferentes direcciones dentro de la regién de la muestra para
generar diferentes patrones de luz periddicos.

Para reducir aliin mas las pérdidas por curvatura en la guia de onda, y por lo tanto permitir curvas y giros aun mas
pronunciados para hacer que el componente éptico sea alin mas compacto, una o mas de las guias de onda en las
realizaciones del presente documento pueden comprender una guia de onda en tira. Las guias de onda en tira también
tienen una cresta que proporciona un guiado éptico lateral. Sin embargo, a diferencia de las guias de onda acanalada,
la cresta se extiende a través de la capa superior de revestimiento y a través (o al menos parcialmente) de la capa
central de la guia de onda.

Otra ventaja de utilizar guias de onda en tira es que proporcionan un campo evanescente intenso que se propaga
fuera de la capa del nlcleo. En consecuencia, en las realizaciones en las que sélo el campo evanescente (es decir, la
luz evanescente) se dirige a la regién de la muestra, la intensidad del patrén de luz periédico que ilumina la muestra
puede aumentarse utilizando una guia de onda en tira para dirigir la luz a la regién de la muestra.

En algunas realizaciones, una o mas de las guias de onda pueden ser guias de onda de losa, particularmente en
casos en los que no se requieren altas potencias y curvas/giros pronunciados. También se apreciara que las guias de
onda de losa pueden ser preferibles en algunos casos porque pueden ser mas faciles de fabricar que las guias de
onda acanalada y de losa.

La anchura de la estructura de guia de onda de losa puede ser de 100 pm a 500 pm, o de 100 pm a 150 pym, o de 100
pm a 200 um, o de 100 pm a 300 ym, o de 100 um a 400 pm, aunque potencialmente podria estar fuera de estos
rangos. La anchura, r,, de una cresta en una guia de onda acanalada o una guia de onda en tira puede ser: 1 um <
frw <100 pm; o1 uM <1y <10 PUm; 0 10 M <1y £ 30 Pm; 0 10 M <1y, £ 50 um; 0 10 yM £ ry < 100 pm, aunque
potencialmente podria situarse fuera de estos rangos.
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Opcionalmente, al menos una de las guias de onda (por ejemplo, la primera o la segunda guia de onda) esta acoplada
a un ajustador de fase respectivo que esta dispuesto para ajustar la fase de al menos una porcién de la luz recibida
(por ejemplo, la primera luz de entrada) antes de que se dirija a la regién de muestra. El componente éptico puede
comprender uno o mas de dichos ajustadores de fase.

Preferentemente, el ajustador (o ajustadores) de fase es un ajustador de fase activo tal como un ajustador de fase
térmico o un ajustador de fase electrodptico. Sin embargo, el ajustador (o ajustadores) de fase puede ser un ajustador
de fase pasivo. Un ajustador de fase pasivo puede, por ejemplo, comprender un hueco rellenable en la capa de
revestimiento superior de una guia de onda respectiva a la que esté acoplado el ajustador de fase, que puede ser
adecuado para el relleno selectivo con uno o mas materiales de diferentes indices de refraccién (por ejemplo, diéxido
de silicio, PMMA o SU8) a fin de cambiar el indice de refraccion efectivo de la guia de onda.

La velocidad de los ajustadores de fase activos actuales es superior a 1 GHz, lo que es mucho mas rapido que los
componentes opto-mecanicos actuales que normalmente tienen velocidades de modulacién en el rango de kHz. En
consecuencia, los ajustadores de fase pueden permitir que el patrén de luz periédico se desplace en relacidén con la
regién de la muestra a velocidades mucho mas rapidas que los montajes opto-mecanicos de la técnica anterior.

Cualquiera de una o més de las guias de onda puede ser una guia de onda bidimensional que tiene una porcién
curvada o angulada que se curva o angula hacia la regién de muestra y esté dispuesta para utilizar la reflexién interna
total para dirigir la luz de entrada respectiva a lo largo de la porcién curvada o angulada y hacia la regién de muestra.

Ciertos métodos que realizan la invencién, segln cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento,
comprenden ademas utilizar el patrén o patrones de luz periédicos para realizar microscopia de iluminacién
estructurada (SIM). El analisis puede realizarse mediante una técnica SIM conocida. Preferentemente, el patrén de
luz se ajusta linealmente (por ejemplo, axialmente) y/o angularmente, utilizando uno o mas de los mecanismos
descritos en el presente documento, durante la formacién de imagenes. Este ajuste puede realizarse mediante una
unidad de imagen o mediante una unidad de control independiente.

Asi, a partir de otro aspecto, la invencién proporciona un sistema para obtener imégenes de una muestra utilizando
microscopia de iluminacién estructurada (SIM), comprendiendo el sistema:

un aparato de inyeccién de luz;

un componente 4ptico segln cualquier aspecto divulgado en el presente documento, dispuesto para recibir luz de
entrada del dispositivo de inyeccidn de luz e iluminar la regién de la muestra con un patrén de luz periédico;

una lente objetivo dispuesta para recoger la luz que emana de la regién de la muestra; y

una unidad de formacién de imagenes dispuesta para realizar microscopia de iluminacién estructurada (SIM) con
la luz recogida.

De otro aspecto, la invencion proporciona un método de formacién de imagenes de una muestra utilizando microscopia
de iluminacién estructurada (SIM), que comprende:

iluminar una regién de muestra de un componente 6ptico con un patrén de luz periédico, mediante cualquier
método aqui descrito;

recoger la luz que emana de la regién de muestra; y

realizar microscopia de iluminacién estructurada (SIM) con la luz recogida.

La regién de muestra contiene preferentemente una muestra -por ejemplo, una muestra biolégica-. Es preferible que
la muestra contenga marcadores fluorescentes, aunque no es imprescindible.

En cualquiera de estos aspectos, el aparato de inyeccién de luz puede comprender una lente para enfocar la luz de
entrada procedente de una fuente de luz en el componente 6ptico. La fuente de luz puede formar parte del aparato de
inyeccion de luz. La fuente de luz es preferentemente un laser o cualquier otra fuente de luz coherente para generar
un patrén de luz periédico. Por ejemplo, la fuente de luz puede ser una fuente de luz laser, como un laser de estado
sélido, un laser de fibra o un laser de diodo. La longitud de onda de la luz de entrada puede estar dentro del espectro
visible (por ejemplo, de unos 400 a unos 800 nanémetros) o cercano al infrarrojo (por ejemplo, de unos 800 a unos
1500 nanémetros). La primera, segunda, tercera y cuarta luz de entrada (en su caso) tienen preferentemente una
longitud de onda comun.

En otras realizaciones, el aparato de inyeccidén de luz puede comprender una fibra éptica que dirige la luz desde la
fuente de luz al componente éptico, por ejemplo, en una interfaz de entrada del componente 4ptico. Alternativamente,
la fibra puede dirigir la luz de la fuente luminosa a la lente.

El sistema puede comprender un multiplexor éptico, tal como un conmutador éptico, que puede estar dispuesto para
dirigir selectivamente la luz de la fuente de luz a lo largo de uno o mas de una pluralidad de trayectorias. Cada
trayectoria puede inyectar luz en el componente éptico (por ejemplo, en uno o varios puertos de entrada diferentes de
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la interfaz de entrada) mediante una lente o0 una o varias fibras 6pticas. Al controlar qué haces de luz emitir, el
multiplexor 6ptico permite controlar selectivamente qué entrada, o combinacién de entradas, recibe luz de entrada. De
este modo, se puede variar el patrén de interferencia en la regién de la muestra.

Los multiplexores épticos son preferentemente del tipo utilizado en redes de telecomunicaciones (por ejemplo,
conmutadores 6pticos 40G). Esto es ventajoso, ya que la generacion de patrones de luz periédicos esté limitada
Unicamente por la velocidad del multiplexor 6ptico, en lugar del movimiento de los componentes opto-mecanicos (por
ejemplo, espejo movil) como en los montajes de la técnica anterior. De hecho, los multiplexores épticos actuales, como
los de telecomunicaciones, tienen velocidades de modulacién de mas de 1 GHz, mucho mas rapidas que los
componentes opto-mecéanicos actuales, que suelen tener velocidades de modulacién en el rango de los KHz.

Ademas, el aparato de inyeccién de luz puede comprender uno o mas moduladores de amplitud para ajustar la
amplitud de cada haz de luz de entrada inyectado en el componente 6ptico. Los moduladores de amplitud permiten
controlar la intensidad de las franjas de interferencia en el patrén de luz periédico.

Opcionalmente, el aparato de inyeccion de luz puede estar dispuesto para inyectar luz de entrada que tenga una o
mas longitudes de onda diferentes en el componente 4ptico. Las diferentes longitudes de onda de la luz de entrada
pueden ser generadas por un laser sintonizable, o un conjunto de fuentes de luz que comprenda una fuente de luz
para cada longitud de onda. La longitud o longitudes de onda de la luz de entrada pueden seleccionarse para que los
marcadores emisores de luz emitan luz. Se pueden utilizar diferentes longitudes de onda de luz de entrada para
cambiar el numero de franjas y desplazar la posicién de las franjas con respecto a la muestra.

En algunas realizaciones, la unidad de formacién de imagenes también esta dispuesta para controlar un desfase entre
la primera luz de entrada y la segunda luz de entrada.

La unidad de imagen puede comprender uno o mas de: sensores de imagen, procesadores, memoria, ASIC, FPGA,
DSP, entradas y salidas. Puede comprender una memoria que almacene instrucciones de software para ordenar a la
unidad de formacién de imagenes que realice una o méas etapas de la formacién de imagenes SIM.

La unidad de formacién de imagenes puede estar dispuesta para realizar la formacién de imagenes SIM con luz
recogida de una pluralidad de patrones de luz periédicos en la regién de muestra. Puede disponerse para realizar
analisis de frecuencia, como el analisis de Fourier, con la luz recogida.

En algunas realizaciones, la primera direccién y la segunda direcciéon se encuentran en un primer plano, y la lente
objetivo también esta dispuesta para recibir luz de entrada desde el aparato de inyeccién de luz y para dirigir luz de
entrada a la regién de muestra a lo largo de una cuarta direccién, en la que la cuarta direccién no se encuentra en el
mismo plano que la primera y la segunda direcciones.

En todos los aspectos, la luz interferente puede tener la misma polarizacién. Los elementos del componente 6ptico
(por ejemplo, al menos la primera guia de onda y/o al menos el primer divisor éptico) pueden estar dispuestos para
dirigir la luz con su polarizacién en el plano de la capa central, o en el plano del componente 6ptico (por ejemplo, plano
del sustrato del componente éptico). La interferencia de luz con la misma polarizacién aumenta la visibilidad de las
franjas, proporcionando asi una mejor imagen SIM. La visibilidad es maxima cuando la luz interferente tiene su
polarizacién en el plano de la capa central, o plano del componente éptico (por ejemplo, plano del sustrato del
componente 6ptico).

Caracteristicas de cualquier aspecto o realizacién descritos en el presente documento pueden, siempre que sea
apropiado, aplicarse a cualquier otro aspecto o realizacién descritos en el presente documento. Cuando se haga
referencia a diferentes realizaciones o conjuntos de realizaciones, debe entenderse que no son necesariamente
distintas, sino que pueden solaparse.

Descripcién especifica

A continuacién se describirén realizaciones preferidas de la invencién, solamente a modo de ejemplo, con referencia
a los dibujos adjuntos , en los que:

La figura 1 es un esquema de un dispositivo de formacién de imagenes SIM que incluye un componente 4ptico;
La figura 2 es una vista planar del componente éptico de la figura 1;

La figura 3 es una vista lateral del componente 6ptico de la figura 1 a lo largo de la regién de muestra;

Las figuras 4a-4h son perfiles transversales de tres tipos alternativos de guias de onda;

La figura 5 es una vista en planta de un patrén de interferencia periédica generado en la regién de muestra del
componente 6ptico de la figura 1;

La figura 6 es una vista lateral de un componente 6ptico;

La figura 7 es una vista plana de un dispositivo de inyeccién de luz y un componente éptico segln la presente
invencion;

Las figuras 8a, 8b y 8c muestran vistas planas de tres patrones de iluminacién diferentes que pueden generarse
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cambiando el angulo de un patrén de luz periédico dentro de la regién de muestra del componente 6ptico de la
figura 7,

La figura 9 es una vista plana de un dispositivo de inyeccién de luz y un componente éptico segln la presente
invencion;

La figura 10 es una vista plana de un dispositivo de inyeccién de luz y un componente éptico segun la presente
invencion;

La figura 10b es una vista esquematica de una variante de la disposicién de inyeccién de luz y de un componente
Optico;

La figura 11 es una vista lateral de un componente 6ptico para generar imégenes SIM en 3D;

La figura 12 es una vista lateral de un patrén de interferencia periédica generado en la regién de muestra del
componente 6ptico de la figura 11; y

La figura 13 es un esquema de un montaje para la obtencién de imagenes SIM en 3D que incluye un componente
Optico.

La figura 1 muestra un aparato 100 para realizar microscopia de fluorescencia, que incluye una lente objetivo 30, tal
como una lente objetivo Plan N 20x/0,4 Olympus™, que tiene un campo de vision delantero 32 que se enfrenta a una
regién de muestra 55 de un componente 6ptico 10. También incluye un dispositivo de inyeccién de luz 40 acoplado
Opticamente a una interfaz de entrada 11 del componente éptico 10. Una muestra 50 se coloca en una regién de
muestra 55. El aparato 100 también incluye una unidad de formacién de imégenes 60 configurada para recibir y
procesar la luz recogida por la lente objetivo 30 dentro del campo de visién delantero 32.

La muestra 50 en este ejemplo es una célula biolégica embebida con marcadores emisores de luz tales como
fluoréforos o puntos cuanticos, aunque, por supuesto, pueden utilizarse otros tipos de muestras. Por ejemplo, la
muestra puede ser una célula biol6gica con dispersion eléstica y no elastica.

El dispositivo de inyeccidén de luz 40 comprende una lente 46 y una fuente de luz 42 que, en este ejemplo, es una
fuente laser de longitud de onda visible. La lente 46 esta dispuesta para recibir la luz 44 de la fuente luminosa 42 y
enfocarla hacia la interfaz de entrada 11 del componente 6ptico 10. Esta luz inyectada constituye la luz de entrada
para el componente éptico 10.

Como se ilustra mejor en la figura 2, la interfaz de entrada 11 del componente éptico 10 comprende una guia de onda
de entrada 12 que recibe la luz de entrada desde el dispositivo de inyeccién de luz 40. La guia de onda de entrada 12
esta dispuesta para dirigir la luz de entrada a un divisor 6ptico 13 que, en este ejemplo, es un divisor de guia de onda
de ramay, aunque se apreciara que puede ser cualquier otro tipo de divisor éptico, como un acoplador de interferencia
multimodo (MMI) o un acoplador de guia de onda evanescente.

Las dos salidas del divisor de rama y 12 estan cada una acoplada 6pticamente a una primera y segunda guia de onda
14, 15 respectivas. La primera y la segunda guia de onda 14, 15 se curvan hacia, y se acoplan épticamente a, lados
opuestos respectivos 55a, 55b de la region de muestra 55 para dirigir dos haces de luz de entrada de propagacion
contraria a la regién de muestra 55 a lo largo de direcciones paralelas y opuestas 14x, 15x. Las direcciones 14x y 15x
estan ambas a lo largo del eje 55x de la regién de muestra 55.

Se apreciara que dirigir dos 0 més haces de luz entre si dentro de la regién de muestra 55 (a lo largo de diferentes
direcciones, por ejemplo, 14x, 15x) hara que los haces interfieran y generen un patrén de interferencia periédica. El
patrén de interferencia periédica iluminaré la muestra 50 y hara que las particulas emisoras de luz dentro de la muestra
50 emitan luz. El patrén de luz emitido puede ser utilizado por la unidad de formacidén de imagenes 60 para realizar
una microscopia de iluminacién estructurada (SIM) de la muestra 50.

La figura 5 ilustra un ejemplo de un patrén de luz periédico generado dirigiendo dos haces de luz de entrada que se
propagan en sentido contrario hacia la regiéon de la muestra desde las guias de onda 14 y 15 de la figura 2. Como se
describird mas adelante, las franjas del patrén de interferencia periédica pueden desplazarse a lo largo del eje 55x
ajustando la diferencia de fase relativa entre los haces de luz que interfieren.

Las guias de onda 12, 14, 15 en el componente dptico son guias de onda acanalada bidimensionales (como se ilustra
en la figura 4b) pero, como se explica mas adelante, la guia de onda podria ser en su lugar una guia de onda de canal
bidimensional o una guia de onda en tira (por ejemplo, como se ilustra en la figura 4c), o una guia de onda de losa
unidimensional (por ejemplo, como se ilustra en la figura 4a). Se sabe cédmo fabricar estas estructuras de guia de onda
unidimensionales y bidimensionales. La estructura de capas de las guias de onda puede verse en las figuras 1, 3 y
4b. Como se muestra, cada una de las guias de onda 12, 14, 15 esta formada sobre un sustrato 201 y comprende una
capa de guiado 6ptico 203 (a veces denominada aqui capa de nucleo 203) intercalada entre una capa de revestimiento
superior 204 y una capa de revestimiento inferior 202. La capa de revestimiento inferior 202 esta dispuesta entre el
sustrato 201 y una primera cara 208 de la capa de nlcleo 203. La capa de revestimiento superior 204 esta dispuesta
sobre una segunda cara 209 de la capa de nUcleo 203 que es opuesta a la primera cara 208 de la capa de nucleo
203. La capa central 203 tiene un indice de refraccién més alto que las capas de revestimiento 202, 204 y guia la luz
de entrada a lo largo de la guia de onda 12, 14, 15 utilizando reflexién interna total.
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En algunas realizaciones, puede formarse una guia de onda unidimensional o bidimensional utilizando un fluido tal
como aire 0 agua como capa de revestimiento superior. Las figuras 4d-4f ilustran tales formas alternativas de guia de
onda. Especificamente, la figura 4d ilustra una guia de onda de losa unidimensional, la figura 4e ilustra una guia de
onda acanalada bidimensional y la figura 4f ilustra una guia de onda en tira de canal bidimensional. Cada una de estas
guias de onda comprende, respectivamente, una capa de revestimiento inferior 202' dispuesta sobre un sustrato 201",
y una capa de nucleo 203' dispuesta sobre la capa de revestimiento inferior 202'. La superficie superior 205' de la capa
de nudcleo 203' en cada guia de onda esta expuesta a un fluido como aire o agua. La anchura de la capa central de la
guia de onda de losa (figura 4d) puede ser de 100 um a 500 pm, o de 100 ym a 150 ym, o de 100 um a 200 um, o de
100 pm a 300 pym, o de 100 um a 400 pym, o mayor.

La superficie superior 205' de la capa de nucleo 203' de la guia de onda acanalada de la figura 4e estd conformada
(por ejemplo, utilizando un proceso de grabado adecuado tal como grabado iénico reactivo o grabado himedo) para
definir una cresta 206 que sobresale del grueso de la capa de nucleo 203'. Las paredes laterales 207 de la cresta 206
se elevan desde la capa central 203'.

La capa de nucleo 203' de la guia de onda en tira de la figura 4f esta formada en su totalidad (por ejemplo, utilizando
un proceso de grabado adecuado tal como grabado iénico reactivo o grabado hiumedo) como una cresta 208, asentada
sobre una capa de revestimiento inferior 202' mas ancha. Las paredes laterales 209 de la cresta 208 se extienden a
toda la altura de la capa central 203"

Se apreciara que las crestas 206, 208 en la guia de onda acanalada y la guia de onda en tira proporcionan un contraste
de indice de refraccion lateral con el medio fluido circundante. Este contraste lateral del indice de refraccién se utiliza
para guiar la luz en el plano lateral (es decir, en un plano paralelo al plano del sustrato 201').

La anchura, ry, de la cresta 206 en una guia de onda acanalada y la anchura de la cresta 207 en una guia de onda en
tira puedenserr 1 ym <ry <100 um; o 1 UM <, <10 uM; 010 UM <1y €30 PmM; 0 10 UM < 1y £ 50 um; 0 10 Pm <1y
< 100 pm, aunque pueden ser mas anchos que esto. Por ejemplo, las crestas 206, 207 pueden tener una anchura de
25 a 500 pm y un grosor de 150 a 220 nm.

En disposiciones alternativas, la guia de onda acanalada de la figura 4e o la guia de onda en tira de la figura 4f pueden
comprender una capa de revestimiento superior sélida 204' como se ilustra en la figura 4g y la figura 4h,
respectivamente. En la figura 4g, una capa de revestimiento superior sélida 204' cubre la cresta 206 de la guia de
onda acanalada. En la figura 4h, una capa de revestimiento superior sélida 204' cubre la cresta 208 de la guia de onda
en tira.

Se apreciara que cada una de las guias de onda unidimensionales descritas en el presente documento puede ser una
guia de onda de losa unidimensional de acuerdo con cualquiera de las guias de onda ilustradas en las figuras 4a y 4d.
Cada una de las guias de onda bidimensionales descritas en el presente documento puede ser una guia de onda
bidimensional en forma acanalada o tira de acuerdo con cualquiera de las guias de onda ilustradas en las figuras 4b,
4c, 4e, 4f 0 49.

Se apreciara que las guias de onda acanalada y otras guias de onda bidimensionales de este tipo confinan el campo
optico de la luz de entrada guiada en la direccion transversal (es decir, la direccién normal a la capa de nlcleo) y la
direccién lateral (es decir, en una direccién a través del plano de la capa de nucleo). En cambio, las guias de onda
unidimensionales confinan el campo 6ptico de la luz de entrada guiada sélo en la direccién transversal (es decir, la
direccién normal a la capa central).

También se apreciara que en cualquiera de las guias de onda (es decir, unidimensional o bidimensional) una porcién
de la luz de entrada que esta siendo guiada en la misma viaja fuera de la regién del nlcleo de la guia de onda 203.
Esta porcion de luz se conoce en la técnica como campo evanescente. Normalmente, el campo evanescente se
propagara en las capas superior e inferior del revestimiento.

En este ejemplo, y como se ve mejor en la vista lateral de la regién de muestra 55 de la figura 3, la regién de muestra
55 tiene la forma de un pocillo de muestra. El pocillo de muestras 55 se encuentra donde la guia de onda 14 se une
con la guia de onda 15 y est4 definido por un pocillo a través de la capa de revestimiento superior 204 de las guias de
onda 14, 15. Un resultado del posicionamiento del pocillo de muestra 55 en esta regién es que sélo la luz evanescente
que se propaga en la capa de revestimiento superior 204 de las guias de onda 14, 15 (y no la luz que se propaga en
la capa de nulcleo 203) se dirige hacia el pocillo de muestra 55 desde cada guia de onda 14, 15. Por consiguiente, en
este ejemplo, se apreciara que los patrones de luz periédicos (por ejemplo, 510 en la figura 5) que se generan dentro
del pocillo de muestra 55 (es decir, la regiéon de muestra 55) estan causados por la interferencia de la luz evanescente
dirigida al pocillo de muestra desde las guias de onda 14 y 15. La luz dirigida a la regién de muestra 55 se denomina
en el presente documento luz de excitacién y los patrones de luz periédicos generados se denominan patrones de
iluminacién o patrones de excitacién. La cara de una guia de onda desde la que la luz de excitacién se dirige a la
muestra 50 se denomina en el presente documento cara de salida.

La unidad de formacién de imagenes 60 incluye un dispositivo de deteccién de fluorescencia 62 para detectar luz de
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la muestra 50, tal como un sensor CCD o sCMOS y una unidad de control electrénico 64 para controlar el dispositivo
de deteccidn de fluorescencia 62 y el dispositivo de inyeccién de luz 40, y para procesar la luz detectada para producir
una imagen SIM de la muestra 50 utilizando técnicas de formacién de imégenes SIM conocidas.

La guia de onda 14 también comprende un ajustador de fase activo 18 (véase, figura 2) tal como un ajustador de fase
térmico, optofluidico o un ajustador de fase electrodptico. El ajustador de fase 18 ajusta el indice de refraccién de la
guia de onda 14 para desplazar la fase del haz de luz en la regién de muestra 55 desde la guia de onda 14 con
respecto a la fase del haz de luz en la regién de muestra 55 desde la guia de onda 16. El cambio de la diferencia de
fase relativa entre estos haces de luz interferentes desplaza la posicién de las franjas en el patrén de interferencia
resultante axialmente con respecto a la regién de muestra 55. Opcionalmente, la guia de onda 16 también puede
comprender un ajustador de fase.

La unidad de formacién de imagenes 60 controla el desplazamiento de la franja, por ejemplo, ajustando la corriente
y/o la tensién suministradas al ajustador de fase 18.

A modo de ejemplo, para tomar una imagen SIM de una muestra dentro de la regién de muestra, el dispositivo de
inyeccion de luz 40 inyecta luz de entrada en la guia de onda de entrada 12 de la interfaz de entrada 11. La guia de
onda de entrada 12 dirige la luz de entrada al divisor 6ptico 13 que, a su vez, divide la luz de entrada en primera y
segunda luz de entrada. La primera luz de entrada es recibida por la primera guia de onda 14 desde la primera salida
del divisor 6ptico 13, y la segunda luz de entrada es recibida por la segunda guia de onda 15 desde la segunda salida
del divisor éptico 13. La primera y la segunda guia de onda 14, 15 se curvan hacia la regiéon de la muestra para dirigir
respectivamente la primera luz de entrada a la regidén de la muestra 55 a lo largo de una primera direccién 14x, y dirigir
la segunda luz de entrada a la regién de la muestra 55 a lo largo de una segunda direccién 15x. La primera direccién
14x y la segunda direccién 15x tienden a una hacia la otra para generar un primer patrén de luz periédico para excitar
la muestra 50. Preferentemente, la primera y segunda direcciones 14a, 15x son paralelas y opuestas. El patrén de luz
fluorescente emitido por la muestra 50 como resultado del primer patrén de luz periédico 510 (es decir, el primer patrén
de excitacién) es registrado y procesado por la unidad de formacién de imagenes 60, como se explica a continuacién.

Después de excitar la muestra 50 con el primer patrén de luz periédico (es decir, primer patrén de excitacién), la unidad
de formacién de iméagenes 60 ajusta la fase del ajustador de fase 18 para desplazar las franjas del primer patrén de
luz periédico por otro desplazamiento de fase (por ejemplo, 21/3) a lo largo del eje 55x. El patrén de luz periédico
desplazada forma un segundo patrén de luz periédico (es decir, un segundo patrén de excitacién). Por supuesto, en
otras realizaciones, el segundo patrén periédico de luz puede formarse desplazando las franjas en cualquier cantidad
entre 0y 2-r.

A continuacién, las franjas se desplazan adicionalmente en 211/5 (o alternativamente cualquier cantidad) a lo largo del
eje 55x para formar e iluminar la muestra con un tercer patrén de luz periédico (es decir, un tercer patrén de excitacion).

Las franjas pueden, por supuesto, desplazarse un nimero adicional de veces para iluminar la muestra con un nimero
adicional de patrones de excitacion.

Cada patréon de excitacién hard que los fluoréforos de la muestra 50 presenten fluorescencia y emitan luz. La lente
objetivo 30 recoge la luz emitida por los fluordforos para cada patrdn de excitacidn. La luz recogida por la lente objetivo
30 se dirige al dispositivo de deteccidn de fluorescencia 62. El dispositivo de deteccién de fluorescencia 62 detecta la
luz recibida como sefiales eléctricas y transmite las sefiales eléctricas a la unidad de control electrénico 64 para cada
patrén de excitacion. La unidad de control electrénico 64 procesa las sefiales eléctricas asociadas con todos los
patrones de excitacion utilizando métodos de procesamiento SIM conocidos para producir una imagen de la muestra.

La unidad de control electrénico 64 puede comprender cualquier medio de procesamiento adecuado, como uno 0 méas
de microprocesadores, microcontroladores, ASIC, FPGA, DSP, memoria y memoria que contiene instrucciones de
software; puede comprender un Unico dispositivo, como un PC de sobremesa, o puede distribuirse como un servidor
remoto 0 una nube de servidores.

Opcionalmente, la unidad de formacion de imagenes 60 también puede incluir uno o mas filtros tales como un filtro de
banda para filtrar la luz recogida por la lente objetivo 4. Por ejemplo, el filtro puede estar configurado para bloquear la
luz correspondiente a la luz de excitacidn y transmitir la luz correspondiente a la luz emitida por los fluordforos.

Se apreciara que en el ejemplo anterior, y en otras realizaciones descritas en el presente documento, se genera un
patrén de luz periédico (es decir, un patrén de excitacién) recibiendo luz desde el dispositivo de inyeccién de luz 40
en una cara del componente 6ptico 10. Esto da lugar a una disposicién mas sencilla y compacta para iluminar la
muestra 50 con un patrén de luz periédico que las disposiciones convencionales, ya que, por ejemplo, no se requieren
componentes opto-mecanicos adicionales para dirigir dos haces de luz de propagacién contraria dentro de la regién
de muestra 55 desde dos caras diferentes del componente éptico 10. Ademas, no se necesitan componentes opto-
mecénicos, como un espejo movil, para desplazar las franjas de un patrén de interferencia con respecto a la muestra.

En las guias de onda acanalada, se apreciara que el guiado éptico transversal (es decir, en la direccién normal al
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plano de las capas) se proporciona mediante el contraste de indice de refraccién entre la capa de nlcleo 203 y las
capas de revestimiento 202, 204. El guiado 4ptico lateral se consigue mediante una cresta que se extiende
parcialmente a través de la capa de revestimiento superior 204, pero no a través de la capa de nucleo 203 de la guia
de onda. El guiado éptico lateral en la estructura de la guia de onda de cresta 400b aumenta la intensidad de la luz
evanescente (es decir, el campo evanescente) que se propaga fuera de la capa central 203. En consecuencia, en
comparacién con el uso de una estructura de guia de onda de losa convencional 400a (que no tiene cresta), la
intensidad de la luz evanescente que se superpone a la regiéon de muestra 55 aumenta. De este modo, al utilizar una
estructura de guia de onda acanalada, se aumenta la intensidad de la luz de excitacién que interactia con la muestra
50y, por tanto, se produce una fluorescencia més intensa. Otra ventaja de las guias de onda acanaladas frente a las
de losa (que sélo proporcionan guiado éptico transversal) es que permiten curvas y giros mas pronunciados con menos
fugas de luz. De este modo, se pueden utilizar curvas y giros méas pronunciados en la guia de onda para proporcionar
un componente 6ptico 10 més compacto con una huella reducida. En particular, pueden utilizarse curvas y giros méas
pronunciados en la guia de onda para dirigir la luz de entrada desde un lado del componente 6ptico (por ejemplo,
desde la interfaz de entrada) a diferentes lados de la regiéon de muestra 55 y a lo largo de diferentes direcciones dentro
de la regién de muestra 55 para generar diferentes patrones de luz periédicos.

Para reducir aliin mas las pérdidas por curvatura en la guia de onda, y por lo tanto permitir curvas y giros aun mas
agudos para hacer que el componente 6ptico sea aln mas compacto, las guias de onda en las realizaciones del
presente documento pueden estar en forma de guias de onda en tira. Como se ilustra en la figura 4c, las guias de
onda en tira 400C también tienen una cresta que proporciona guiado éptico lateral. Sin embargo, a diferencia de las
guias de onda acanalada, la cresta se extiende a través de la capa superior de revestimiento 204 y a través (o al
menos parcialmente) de la capa central 203 de la guia de onda. Otra ventaja de utilizar guias de onda en tira 400C es
que aumentan la intensidad del campo evanescente que se propaga fuera de la capa central. En consecuencia, en las
realizaciones en las que sélo el campo evanescente se dirige a la regién de la muestra, la intensidad del patrén de luz
periédico que ilumina la muestra puede aumentarse utilizando una guia de onda en tira 400c para dirigir la luz a la
regién de la muestra. Asi, por ejemplo, las guias de onda 14 y 15 de la figura 2 pueden ser guias de onda en tira.

En realizaciones alternativas, las guias de onda del presente ejemplo pueden ser guias de onda de losa,
particularmente en casos en los que no se requieran altas potencias y curvas/giros pronunciados. También se
apreciara que las guias de onda de placa pueden ser preferibles en algunos casos porque son mas féciles y baratas
de fabricar y pueden implicar menos o ninguna etapa de fotolitografia en comparacién con las guias de onda acanalada
y de losa.

Generalmente, para los rangos de longitud de onda y guias de onda descritos en el presente documento, el guiado
optico lateral puede ser despreciable para anchuras de cresta superiores a 20 micras.

En las realizaciones del presente documento, las guias de onda acanalada, tira y losa se forman preferentemente
sobre un sustrato de silicio o transparente 201 y comprenden una capa de nucleo delgada 203 (preferentemente
menos de 500 nm e idealmente 100-200 nm) de pentdxido de tantalo Ta205 o nitruro de silicio Si3N4, una capa de
revestimiento inferior 202 de diéxido de silicio SiO2, y una capa de revestimiento superior 204 de didéxido de silicio
SiO2. Los revestimientos superior 204 e inferior 202 pueden fabricarse alternativamente con un material cuyo indice
de refraccién se aproxime al indice de refraccién de la muestra 50 (por ejemplo, n=1,38). Sin embargo, en otras
realizaciones, el sustrato del componente éptico puede ser de vidrio. Adicional o alternativamente, la capa de
revestimiento superior de las guias de onda puede ser aire. En las realizaciones en las que la capa de revestimiento
superior de las guias de onda es aire, la muestra puede iluminarse con un patrén de excitacién formado por la
interferencia de haces de luz evanescente colocandola directamente sobre la parte superior de las guias de onda en
la regidn en la que se encuentran para interferir sus respectivos haces de luz. En este caso, la regién de la muestra
es la region donde la muestra es iluminada por los haces de luz interferentes y la regién de la muestra puede no
comprender un pocillo de muestra.

Las crestas de las guias de onda acanalada 200b y las guias de onda en tira 200C pueden definirse mediante un
proceso de grabado adecuado. Por ejemplo, el fresado por haz de iones o el grabado i6nico reactivo pueden utilizarse
para grabar la capa de revestimiento superior 204 para definir una cresta. La capa de revestimiento superior 204 se
graba preferentemente a una profundidad de 200 nm por encima de la capa de nlcleo 203. Se ha comprobado que el
fresado por haz de iones reduce ventajosamente la rugosidad de la pared lateral de la guia de onda. De este modo,
pueden reducirse las pérdidas de propagacién éptica dentro de una estructura de guia de onda.

En las realizaciones del presente documento, la direccién de uno o més de los haces interferentes dentro de la regidn
de muestra puede estar desplazada angularmente con respecto a la direccién de otro haz interferente dentro de la
regiébn de muestra. El desplazamiento angular puede estar comprendido entre 0 y 180 grados. Por ejemplo, en
referencia a la figura 2, la guia de onda 16 puede curvarse hacia un lado no opuesto de la regién de muestra (por
ejemplo, el lado 55¢ en la figura 2) y acoplarse épticamente con él para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra
55 (es decir, el pocillo de muestra) en un angulo comprendido entre Oy 180 grados con respecto a la primera direccién
14x. Como ejemplo adicional, la regién de muestra 55 puede acoplarse directamente a la segunda salida del divisor
optico 13 para dirigir la segunda luz de entrada a la regién de muestra 55 desde el lado 55¢ a lo largo de una direccién
que estd angularmente desplazada con respecto a la primera direccién 14x.
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En las realizaciones del presente documento, los ajustadores de fase son preferentemente un ajustador de fase activo
tal como un ajustador de fase térmico o un ajustador de fase electroéptico. Sin embargo, en realizaciones alternativas,
los ajustadores de fase pueden ser un ajustador de fase pasivo. Un ajustador de fase pasivo puede ser, por ejemplo,
un hueco rellenable en la capa de revestimiento superior de una guia de onda respectiva a la que esta acoplado el
ajustador de fase, en el que el relleno selectivo del hueco con materiales de indice de refraccién diferente (por ejemplo,
diéxido de silicio, PMMA o SU8) cambia el indice de refraccion efectivo de la guia de onda.

Opcionalmente, el dispositivo de inyeccién de luz en las realizaciones del presente documento puede comprender una
fibra éptica que dirige la luz desde la fuente de luz a la interfaz de entrada del componente éptico. Ademas,
opcionalmente, la lente puede acoplar la luz de la fibra 4ptica a la interfaz de entrada.

Ademas opcionalmente, un multiplexor 6ptico tal como un conmutador éptico puede estar dispuesto para dirigir
selectivamente la luz de la fuente de luz a lo largo de uno o mas trayectorias diferentes, en el que cada trayectoria se
inyecta en una o méas entradas diferentes de la interfaz de entrada por la lente y/o una fibra éptica. En otras
realizaciones, el dispositivo de inyeccién de luz puede inyectar luz de entrada con una o mas longitudes de onda
diferentes en la interfaz de entrada de un componente éptico. Las diferentes longitudes de onda de la luz de entrada
pueden ser generadas por un laser sintonizable, o un conjunto de fuentes de luz que comprenda una fuente de luz
para cada longitud de onda. La longitud o longitudes de onda de la luz de entrada se seleccionan para que los
marcadores emisores de luz emitan luz, por ejemplo, la longitud o longitudes de onda de la luz de entrada pueden
estar en el espectro visible (de 400 a 800 nanémetros) o cerca del infrarrojo (de 800 a 1500 nanémetros). Ademas,
cada fuente de luz puede ser una fuente de luz laser, como un laser de estado sélido, un laser de fibra o un laser de
diodo. Adicional o alternativamente, cada fuente de luz puede ser una fuente de luz LED o cualquier otra fuente de luz
adecuada para SIM. En las figuras 7, 9, 10 y 13 se ilustran ejemplos de tales disposiciones alternativas de dispositivos
de inyeccién de luz.

Opcionalmente, la guia o guias de onda, el divisor o divisores 6pticos, los ajustadores de fase y la regiéon de muestra
55 de las realizaciones del presente documento pueden estar integrados monoliticamente en el sustrato 201 del
componente 6ptico 10.

Opcionalmente, las guias de onda pueden comprender una regidén de extremo ensanchado 15, 17, como se ejemplifica
en la figura 2. La regidén de extremo abocinado 15, 17 se ensancha a lo largo de su longitud para aumentar la anchura
de un pocillo de muestra 55. El aumento de la anchura de la guia de onda amplia la anchura del campo de luz 6ptica
que se propaga a lo largo de la guia de onda y permite un pocillo de muestra 55 mas grande para alojar una muestra
50. Un pocillo de muestra 55 més grande combinado con un campo de luz de excitacién mas amplio permite
ventajosamente obtener imagenes de un area de muestra mas grande para la obtencién de imégenes SIM.

El pocillo de muestra 55 puede formarse utilizando técnicas de fotolitografia y grabado (por ejemplo, grabado hiumedo
o fresado por haz de iones) para definir un hueco en la capa de revestimiento superior 204 de las guias de onda
respectivas. Por ejemplo, el grabado en hiumedo puede utilizarse para definir un pocillo de muestra 55 en la cresta de
la guia de onda acanalada 400b o de la guia de onda en tira 400c.

En las realizaciones del presente documento, el pocillo de muestra 55 puede definirse en la capa de revestimiento
superior 204 de una sola guia de onda (por ejemplo, la guia de onda 14).

Antes de colocar la muestra en la region de muestra, el componente éptico puede limpiarse sumergiendo el
componente 6ptico 10 en Hellmanex™ al 5 % (v/v) (de Sigma Aldrich™) durante 10 minutos a 70 °C. Posteriormente,
el Hellmanex™ puede eliminarse sumergiéndolo en primer lugar en agua desionizada, en segundo lugar en isopropanol
(de Sigma Aldrich™), y en tercer lugar en agua desionizada.

El pocillo de muestra en las realizaciones descritas en el presente documento puede contener una biocapa 205
dispuesta sobre la capa de nlcleo de guia de onda 203 como se ilustra en la figura 3. La biocapa impide la unién
inespecifica de los fluoréforos de la muestra a la capa 203 del nlcleo de la guia de onda y puede comprender BSA o
PEG. Ademas, la biocapa 205 facilita el cultivo de una muestra directamente dentro del pocillo de muestras. La biocapa
205 es preferible pero no obligatoria. Ademas, el grosor de la biocapa 205 se selecciona para garantizar que el patrén
de luz periédico generado por los campos evanescentes interferentes siga solapandose con la muestra en el pocillo
de muestras y suele ser inferior a 20 nm.

Opcionalmente, las muestras pueden prepararse directamente en el pocillo de muestra siguiendo protocolos estdndar
como, por ejemplo, protocolos conocidos utilizados para la fijacién de células a cubreobjetos de vidrio.

La figura 6 ilustra una disposicion alternativa en la que las facetas de extremo 614', 616' de las guias de onda primera
y segunda 614, 616 definen el pocillo de muestra 655 (es decir, la regién de muestra 655). El pocillo de muestra 655
puede definirse terminando cada guia de onda hasta, o a través de, la capa de sustrato 201. Normalmente, la guia de
onda puede terminarse grabando o hendiendo la guia de onda. Se apreciara que el término faceta final aqui tiene su
significado habitual en la técnica y, en consecuencia, es la cara de salida de la guia de onda de la que sustancialmente
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todo el modo éptico guiado en la capa de nlcleo se emite. En el ejemplo ilustrado en la figura 3, se apreciara que las
guias de onda 14 y 15 no tienen una faceta final, ya que las guias de onda se unen para formar una capa central
continua 203 debajo del pocillo de muestra 55.

En el ejemplo ilustrado en la figura 6, la primera luz de entrada guiada a lo largo de la guia de onda 614 se dirige
desde la faceta de extremo de la guia de onda 614" al pocillo de muestra 655. Del mismo modo, la segunda luz de
entrada guiada a lo largo de la guia de onda 616 se dirige desde la faceta final de la guia de onda 616' hacia el pocillo
de muestras 655 a lo largo de una segunda direccién. Dado que la segunda direccién tiende hacia la primera, el primer
haz de luz de la guia de onda 614 interfiere con el segundo haz de luz de la guia de onda 616 para formar un patrén
de interferencia periddica para iluminar la muestra.

Las figuras 7-10 ilustran realizaciones en las que el componente 6ptico comprende guias de onda adicionales y, en
algunos casos divisores oOpticos adicionales, para dirigir la luz de entrada a una regién de muestra a lo largo de
diferentes direcciones. Como se describe mas adelante, las multiples direcciones de entrada permiten al componente
optico rotar un patrén de luz periddico dado con respecto a un eje de la regién de la muestra (es decir, cambiar la
orientacién de un patrén de excitacidn con respecto a la muestra). Ademas, las multiples direcciones de entrada
permiten generar patrones de interferencia periédicos con méas de dos haces de luz de entrada. Ademas, permite que
los haces de luz se dirijan a la regién de la muestra a lo largo de direcciones que no son paralelas a la direccién de
otro haz de luz. De este modo, los componentes 6pticos de la presente invencién no se limitan a interferir Gnicamente
los haces de luz que se propagan en sentido contrario dentro de la regién de la muestra.

La figura 7 ilustra un componente éptico 710 que comprende seis guias de onda 714-719, que son preferentemente
guias de onda acanalada bidimensionales 400b. Las guias de onda 714-719 no estédn conectadas entre si y terminan
en una cara comun del componente éptico 710. Las porciones de extremo terminadas estan acopladas 6pticamente
al dispositivo de inyeccién de luz 740 y, en consecuencia, definen una interfaz de entrada 711 del componente 6ptico
710. Cada una de las guias de onda se curva hacia diferentes lados de la regién de la muestra, y estan acopladas
Opticamente a ellos, para dirigir la luz de entrada desde el dispositivo de inyeccion de luz 740 a la regién de la muestra
755 alo largo de seis direcciones diferentes 714a-719a.

Especificamente, las guias de onda 714 y 715 estan dispuestas para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra
755 alo largo de las direcciones 714a y 715a, respectivamente. Las direcciones 714a y 715a son direcciones opuestas
a lo largo de un primer eje 755x de la regiéon de muestra 755. Las guias de onda 716 y 717 estan dispuestas para
dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 755 a lo largo de las direcciones 716a y 717a, respectivamente. Las
direcciones 716a y 717a son direcciones opuestas a lo largo de un segundo eje 755y de la regién de muestra 755. El
segundo eje 755y esta desplazado angularmente 60 grados con respecto al primer eje 755%, y en consecuencia las
direcciones 716a y 717a estén desplazadas 60 grados con respecto a las direcciones 714ay 715a. Las guias de onda
718 y 719 estan dispuestas para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 755 a lo largo de las direcciones 718a
y 719a, respectivamente. Las direcciones 718a y 719a son direcciones opuestas y a lo largo de un tercer eje 755z de
la regién de muestra 755. El segundo eje 755y esté desplazado angularmente 60 grados con respecto al primer eje
755x y al segundo eje 755y. Por consiguiente, las direcciones 718a y 719a estan desplazadas 60 grados con respecto
a las direcciones 714ay 715a, y 60 grados con respecto a las direcciones 716ay 717a.

Para iluminar un area mayor de la regiéon de muestra 755, cada guia de onda 714-719 comprende preferentemente
una region de extremo ensanchado 714b-719b para expandir el campo éptico de su respectiva luz de entrada antes
de que se dirija a la regién de muestra 755.

El dispositivo de inyeccién de luz 740 comprende una fuente de luz 742 (por ejemplo, una fuente de luz laser visible o
casiinfrarroja), un divisor de haz 745, dos moduladores de amplitud 718a, 718b, dos multiplexores épticos 719a, 719b,
y una lente 746. El dispositivo de inyeccién de luz 740 genera seis posibles haces de luz 744a-744f, cada uno de los
cuales se acopla 6pticamente a una guia de onda 714-719 respectiva mediante la lente 746. Los seis haces de luz
posibles se generan de la siguiente manera. En primer lugar, la luz del laser 742 se divide en dos haces mediante un
divisor de haz 745. Los dos haces de luz se dirigen entonces a un respectivo ajustador de amplitud 718a, 718b antes
de ser enviados a un respectivo multiplexor éptico 719a, 719b. El ajustador de amplitud 719a, 719b controla la
visibilidad de las franjas de interferencia en el patrén de luz periédico mediante el ajuste de la amplitud de la luz que
se inyecta en las guias de onda 714-719. Los multiplexores épticos 719a, 719b son preferentemente del tipo utilizado
en redes de telecomunicaciones (por ejemplo, conmutadores épticos 40G) y estdn configurados para emitir
selectivamente cualquiera de los haces de luz 744a, 744b, 744c, 744d, 744e y 744f, o una combinacién de estos. Al
controlar qué haces de luz emitir, los multiplexores épticos 719a, 719b controlan selectivamente en cual de las guias
de onda 714-719, o en qué combinacién de guias de onda 714-179, se inyecta la luz de entrada.

Se apreciara que en este ejemplo, puede inyectarse luz en dos 0 mas cualesquiera de las guias de onda 714-719 para
generar un patrén de luz periédico. Ademas, pueden generarse diferentes patrones periédicos de luz para iluminar la
muestra inyectando luz en diferentes combinaciones de guias de onda (por ejemplo, utilizando las guias de onda 714,
715 y 718 para dirigir la luz a la regién de la muestra 755 a lo largo de las direcciones 714a, 715a y 718a,
respectivamente). Ademas, se apreciara que la orientacién de las franjas en un patrén de luz peridédico dado puede
rotarse en relacién con la regién de muestra dirigiendo selectivamente la luz a la regidén de muestra 755 desde
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combinaciones apropiadas de guias de onda. Por ejemplo, como se muestra en la figura 8, un patrén de luz peridédico
800a-800c "similar a una rejilla" (que se genera dirigiendo dos haces de luz que se propagan en sentido contrario
hacia la regién de la muestra 755 desde guias de onda opuestas, por ejemplo, 714 y 715) puede generarse en
diferentes orientaciones relativas a la regién de la muestra 755 dirigiendo la luz hacia la regidén de la guia de onda 755
desde diferentes pares de guias de onda opuestas (por ejemplo, 714y 715, 716 y 717,y 718 y 719).

Para obtener una imagen SIM de una muestra que reside dentro de la regién de muestra 755 utilizando el patrén de
luz periddico "similar a una rejilla" 800a-800c mostrado en la figura 8, se pueden seguir las siguientes etapas.

En primer lugar, se inyecta luz de entrada en las guias de onda 714 y 715 para dirigir haces de luz de propagacion
contraria a lo largo del eje 755x en la regién de la muestra. La interferencia de los dos haces de propagacién contraria
genera un primer patrén de luz periédico 800b para excitar la muestra. El patrén de luz fluorescente emitido por la
muestra como resultado del primer patrén de luz periédico 800b (es decir, el primer patrén de excitacién) es recogido
por una lente objetivo 30, y registrado y procesado por una unidad de formacién de imagenes 60, segun las
realizaciones antes mencionadas.

A continuacién, para cambiar la orientaciéon del primer patrén de luz periédico con respecto a la regién de muestra
755, el multiplexor 6ptico se configura para inyectar luz de entrada en las guias de onda 716 y 717 con el fin de dirigir
haces de luz de propagacién contraria a lo largo del eje 755y en la regién de muestra 755. El patrén de interferencia
resultante forma un segundo patrén de luz periddico (es decir, un segundo patrén de excitacién). El patrén de luz
fluorescente emitido desde la muestra como resultado del segundo patrén de luz periédico 800b es recogido por la
lente objetivo 30, y registrado y procesado por una unidad de imagen 60.

Posteriormente, para cambiar alin mas la orientacién del primer patrén de luz periédico con respecto a la regién de
muestra 755, el multiplexor 6ptico se ajusta para inyectar luz de entrada en las guias de onda 718 y 719 con el fin de
dirigir haces de luz de propagacidén contraria a lo largo del eje 755z en la regién de muestra 755. El patrén de
interferencia resultante forma un tercer patrén de luz periédico (es decir, un tercer patrén de excitacién). El patrén de
luz fluorescente emitido por la muestra como resultado del tercer patrén de luz periédico 800c es recogido por la lente
objetivo 30, y registrado y procesado por una unidad de imagen 60.

La orientacién del primer patrén de luz periédico puede, por supuesto, cambiarse un nimero adicional de veces para
iluminar la muestra con un numero adicional de patrones de excitacién. Se entendera que, en algunos ejemplos, la
longitud de onda de la luz de entrada puede variar entre las diferentes orientaciones, de modo que los patrones no
necesariamente tienen todos el mismo periodo.

Finalmente, como en las realizaciones anteriores, la unidad de control electrénico 64 de la unidad de formacién de
imagenes 60 procesa las sefiales eléctricas asociadas con todos los patrones de excitacién utilizando métodos de
procesamiento SIM conocidos para producir una imagen SIM de la muestra.

Preferentemente, los pares de guias de onda opuestas (por ejemplo, 714 y 715) pueden comprender cada uno un
ajustador de fase acoplado a una de las guias de onda (por ejemplo, 714). El ajustador de fase puede utilizarse para
desplazar el espaciado de franja de los patrones de luz periédicos para cada orientacién con el fin de generar mas
patrones de excitacidén. La unidad de formacién de imagenes 60 puede utilizar los patrones de emisién resultantes de
estos patrones de excitacién adicionales para generar una imagen SIM.

Opcionalmente, los ajustadores de amplitud (por ejemplo, absorbedores de luz variables) pueden ajustarse para
aumentar el contraste entre las franjas de interferencia en los diversos patrones de luz de periodo (es decir, patrones
de excitacién).

La figura 9 muestra un ejemplo de una disposicién en la que el nimero de entradas en la interfaz de entrada 911 se
reduce mediante el uso de divisores épticos 913a-913c¢ para acoplar la luz de entrada desde el dispositivo de inyeccidn
de luz 940 a una o0 mas guias de onda 914-919 para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 955 a lo largo de
una o mas direcciones diferentes 914a-919a.

Como se muestra, la interfaz de entrada 911 del componente 6ptico 910 comprende tres divisores 6pticos de rama y
913a-913c. La entrada de cada divisor éptico 913a-913c termina en la cara izquierda del componente éptico 910 y
esta dispuesta para recibir luz de entrada inyectada en el componente 6ptico 940 desde el dispositivo de inyeccidén de
luz 940. Las dos salidas de cada divisor 6ptico 913a-913¢ estan cada una acoplada 6pticamente a una guia de onda
914-919 respectiva. Las guias de onda 914-919 son preferentemente guias de onda acanaladas y cada guia de onda
se curva hacia, y esta acoplada épticamente a, diferentes lados de la regién de muestra 955 para dirigir la luz de
entrada desde el dispositivo de inyeccién de luz 940 a la regién de muestra 955 a lo largo de seis direcciones diferentes
914a-919a.

Especificamente, las guias de onda 914 y 915 estan dispuestas para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra
955 alo largo de las direcciones 914a y 915a, respectivamente. Las direcciones 914a y 915a son direcciones opuestas
a lo largo de un primer eje 955x de la regiéon de muestra 955. Las guias de onda 916 y 917 estan dispuestas para
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dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 955 a lo largo de las direcciones 916a y 917a, respectivamente. Las
direcciones 916a y 917a son direcciones opuestas a lo largo de un segundo eje 955y de la regién de muestra 955. El
segundo eje 955y estd desplazado angularmente 60 grados con respecto al primer eje 955x. En consecuencia, se
apreciara que las direcciones 916a y 917a estan desplazadas 60 grados con respecto a las direcciones 914a y 915a.
Las guias de onda 918 y 919 estan dispuestas para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 955 a lo largo de
las direcciones 918a y 919a, respectivamente. Las direcciones 918a y 919a son direcciones opuestas a lo largo de un
tercer eje 955z de la regién de muestra 955. El segundo eje 955y esta desplazado angularmente 60 grados con
respecto al primer eje 955x y al segundo eje 955y. Por consiguiente, las direcciones 918a y 919a estan desplazadas
60 grados con respecto a las direcciones 914a y 915a, y 60 grados con respecto a las direcciones 916a y 917a.

Para iluminar un area mayor de la regiéon de muestra 955, cada guia de onda 914-919 comprende preferentemente
una regién de extremo ensanchado para expandir el campo éptico de su respectiva luz de entrada antes de que se
dirija a la regién de muestra 955.

El dispositivo de inyeccién de luz 940 comprende una fuente de luz 942 (por ejemplo, una fuente de luz laser visible o
casi infrarroja), una fibra éptica 944, un multiplexor éptico 919, y una lente 946. La luz procedente de la fuente de luz
942 se dirige al multiplexor éptico 919 a través de la fibra éptica 942. Como en otras realizaciones, el multiplexor 6ptico
919 es preferentemente del tipo utilizado en redes de telecomunicaciones y esta dispuesto para controlar qué guia de
onda, o guias de onda, inyecta la luz de entrada. Preferentemente, el multiplexor 6ptico estad optimizado para las
longitudes de onda aqui descritas, por ejemplo, longitudes de onda visibles en la regién de 400-700 nm.

En este ejemplo, se apreciara que la inyeccién de luz de entrada en el divisor éptico 913a dard como resultado haces
de luz de propagacidn contraria que se inyectan en la regién de muestra 955 a lo largo del eje 955x desde el par de
guias de onda 914 y 915. La luz de entrada de estas guias de onda 914, 915 viajara a la regién de muestra 955 a lo
largo de las direcciones 914a y 915a, respectivamente, e interferird para generar un primer patrén de luz periédico
800b. La luz de entrada inyectada en el divisor 6ptico 913b hara que la luz de entrada sea inyectada en la regién de
muestra 955 a lo largo de las direcciones 916a y 917b por el par de guias de onda 916 y 917. La luz de entrada que
viaja dentro de la region de muestra 955 a lo largo de las direcciones 916a y 917b interferira para generar un segundo
patrén de luz periédico 800c. Puede generarse un tercer patrén de luz periédico inyectando luz de entrada en el divisor
6ptico 913c¢ para dirigir la luz de entrada a la regién de muestra 955 a lo largo de las direcciones 918a y 919a utilizando
las guias de onda 918 y 919.

Asi, se apreciara que la luz de entrada puede inyectarse en dos o mas cualesquiera de los divisores épticos para
generar diferentes patrones de luz periédicos. Ademas, la orientacién del patrén de luz periédico puede girarse con
respecto a la regién de la muestra cambiando el divisor éptico que inyecta la luz de entrada.

En consecuencia, por ejemplo, para obtener una imagen SIM de una muestra con esta disposicidn, el dispositivo de
inyeccion de luz 940 puede iluminar secuencialmente una muestra dentro de la regién de muestra 955 con el primer,
segundo y tercer patrones de luz periddicos inyectando secuencialmente luz de entrada en los divisores 6pticos 9133,
913b y 913c. El patrén de luz emitido desde la muestra como resultado de los diferentes patrones periddicos de luz
puede ser recogido por una lente y procesado por una unidad de imagen 60 para generar una imagen SIM de la
muestra utilizando técnicas conocidas de procesamiento SIM, segln las otras realizaciones aqui descritas.

Preferentemente, las guias de onda 914-919 pueden comprender cada una un ajustador de fase 918a-918¢c, 918a'-
918c". Al igual que en las realizaciones anteriores, el ajustador de fase puede utilizarse para desplazar el espaciado
de franja de los patrones de luz periédicos para cada orientacién con el fin de generar patrones de excitacién
adicionales. La unidad de formacién de imagenes 60 puede utilizar los patrones de emisién resultantes de estos
patrones de excitacion adicionales para generar una imagen SIM.

En las disposiciones anteriores, se apreciaré que la orientacién y la posicién de las franjas del patrén de luz peridédico
pueden cambiarse con respecto a la regiéon de muestra sin tener que mover el dispositivo de inyeccién de luz y/o el
componente éptico. Ademas, el dispositivo de inyeccién de luz 940 inyecta luz de entrada en una sola cara del
componente 6ptico 955, lo que resulta en una configuracién de imagen SIM méas compacta en comparacién con las
configuraciones convencionales. Ademés, en las realizaciones que comprenden un multiplexor éptico, la generacién
de los primer, segundo y tercer patrones de luz periédicos esta limitada Unicamente por la velocidad del multiplexor
Optico, en lugar del movimiento de los componentes opto-mecénicos (por ejemplo, el espejo mévil) como en los
montajes convencionales. Esto es ventajoso, ya que los multiplexores 6pticos actuales, como los de
telecomunicaciones, tienen velocidades de modulacién de mas de 1 GHz y esto es mucho mas réapido que los
componentes opto-mecéanicos actuales, que suelen tener velocidades de modulacién en el rango de los KHz.

En una disposicién alternativa, las franjas de un patrén de interferencia periédica dado pueden desplazarse axialmente
acortando o alargando la longitud del trayectoria 6ptica de al menos uno de los haces que interfieren. En el ejemplo
anterior, esto se consigue preferentemente utilizando un ajustador de fase (es decir, 918a-c), como un ajustador de
fase térmico. Sin embargo, en una variante, esto se consigue dirigiendo selectivamente la luz a una guia de onda
desde dos divisores épticos diferentes que tienen dos longitudes de trayectoria 6ptica diferentes. Las diferentes
longitudes del trayectoria 6ptica pueden conseguirse, por ejemplo, fabricando los divisores 6pticos con diferentes
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materiales de indice de refraccion o, preferentemente, teniendo una mayor longitud de salida (por ejemplo, una salida
de rama y mas larga).

La figura 10 ilustra una disposicién en la que cada guia de onda 1014-1019 esté acoplada para recibir luz de entrada
de dos divisores épticos de rama y1013a-1013f diferentes. Asi, por ejemplo, la guia de onda 1014 se acopla a una de
las salidas del divisor éptico 1013a y a una de las salidas del divisor 6ptico 1013b. Dado que la salida del divisor 6ptico
1013a tiene una longitud de trayectoria éptica relativamente méas corta que la salida del divisor 6ptico 1013b, la fase
del haz de luz (relativa a otro haz de luz interferente) dirigido a la regién de muestra 1055 desde la guia de onda 1014
puede alterarse dependiendo de si se utiliza el divisor 6ptico 1013a o el divisor 6ptico 1013b para inyectar luz en la
primera guia de onda 1014. La seleccién del divisor éptico 1013a-1013f a utilizar depende, por supuesto, del divisor
6ptico 1013a-1013f en el que se inyecta la luz de entrada desde el dispositivo de inyeccién de luz 1040. Por ejemplo,
el dispositivo de inyeccidén de luz 1040 puede utilizar el multiplexor éptico 1046 para controlar en qué divisor 6ptico
1013a-1013f inyectar la luz procedente de la fuente de luz 1042.

En este ejemplo, cada una de las guias de onda 1014-1019 del componente éptico 1055 esta dispuesta para recibir
luz de entrada de una salida de dos divisores 6pticos diferentes, en el que las salidas tienen diferentes longitudes de
trayectoria éptica. En consecuencia, la fase relativa de la luz de entrada que se dirige a la regién de muestra 1055
desde una guia de onda 1014-1019 determinada se ajusta seleccionando de qué divisor éptico recibe la luz de entrada
la guia de onda.

Asi, por ejemplo, para obtener una imagen SIM de una muestra que reside dentro de la regién de muestra 1055 puede
inyectarse primero luz de entrada en el divisor éptico 1013a para iluminar la muestra con un primer patrén de
interferencia periédica. A continuacién, para desplazar axialmente la posicién de las franjas del primer patrén de
interferencia periédica (por ejemplo, para desplazar linealmente la franja en rr/3 a lo largo del eje 1055x de la regién
de muestra 1055) se puede inyectar luz de entrada en el divisor 6ptico 1013b.

Para cambiar (por ejemplo, rotar) la orientacién de las franjas en el primer patrén de interferencia periédica con
respecto a la regién de muestra 1055 (es decir, y de ese modo iluminar la regién de muestra 1055 con un segundo
patrén de interferencia periédica) puede inyectarse luz de entrada en el divisor éptico 1013c. Las franjas del patrén de
luz del segundo periodo pueden desplazarse axialmente inyectando luz de entrada en el divisor 6ptico 1013d.

Para cambiar aun mas la orientacién de las franjas en el primer patrén de interferencia periédica con respecto a la
regién de muestra 1055 (y de ese modo iluminar la regién de muestra 1055 con una luz de interferencia de tercer
periodo), puede inyectarse luz de entrada en el divisor 6ptico 1013e. Las franjas del patrén de luz del tercer periodo
pueden desplazarse axialmente inyectando luz de entrada en el divisor 6ptico 1013f.

Al igual que en las otras realizaciones, la luz de la muestra en respuesta a los diferentes patrones de luz periédicos
de iluminacién (es decir, los diferentes patrones de iluminacién asociados con las diferentes orientaciones y
desplazamientos de franja) puede recogerse y procesarse utilizando métodos de procesamiento SIM conocidos para
generar una imagen SIM de la muestra.

En una realizacién alternativa, un componente 4ptico similar al ilustrado en la figura 10 puede comprender tres
divisores 6pticos de rama y adicionales, haciendo un total de nueve divisores épticos de rama y, alimentados desde
nueve entradas respectivas en la interfaz de entrada 1011, como se muestra en la figura 10b. Cada una de las seis
guias de onda 1014-1019 esté acoplada para recibir luz de entrada de tres divisores de rama y diferentes.

En otras disposiciones, pueden afiadirse mas de tres divisores 6pticos de rama y adicionales al componente éptico de
la figura 10. Por supuesto, también puede haber més de seis guias de onda que emitan luz a la regién de la muestra.

Para generar imagenes SIM 3D, también es necesario dirigir la luz de entrada a la regién de la muestra a lo largo de
una direccién inclinada con respecto al plano de la regién del nacleo del componente 6ptico. Esto puede lograrse en
las realizaciones del presente documento mediante el uso de un acoplador de rejilla y guia de onda como se ilustra
en la figura 11, o dirigiendo la luz a la regidén de la muestra utilizando una lente objetivo como se ilustra en la figura 13.

En la figura 11, un acoplador de guia de onda evanescente 1120 se coloca por debajo, y se acopla épticamente, a
una guia de onda 1114 del componente éptico 1155 (por ejemplo, puede ser una de las guias de onda del componente
6ptico antes mencionadas o una guia de onda separada y dedicada para dirigir la luz a la regién de muestra 1155 a
través del acoplador de guia de onda 1120) con el fin de recibir parte de la luz de entrada en la guia de onda 1114.
Preferentemente, el acoplador de guia de onda evanescente 1120 esta dispuesto entre el sustrato del componente
6ptico 1155 y la capa central de la guia de onda 1114 de forma que se solapa con el campo evanescente de la luz de
entrada en la guia de onda 1114. Un resultado de este solapamiento es que parte de la luz de entrada en la guia de
onda 1114 se acoplara en el acoplador de guia de onda evanescente 1120. El acoplador de guia de onda 1120 esta
dispuesto para dirigir la luz recibida hacia una rejilla 1121 situada debajo de la regién de muestra 1155. Tipicamente,
el acoplador de guia de onda evanescentes 1120 puede comprender una capa central para guiar la luz recibida a lo
largo de su longitud, de la misma manera que las guias de onda antes mencionadas. La capa de nlcleo puede estar
intercalada entre una capa de revestimiento superior y una capa de revestimiento inferior, y la rejilla 1121 puede estar

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3009 441 T3

grabada en la capa de revestimiento superior para solaparse con el campo evanescente de la luz guiada en el
acoplador de guia de onda evanescente 1120. La rejilla 1121 puede disponerse utilizando técnicas conocidas para
dirigir parte de la luz superpuesta hacia la regién de muestra 1155 situada encima. Esta luz dirigida hacia arriba 1122
tendré, por supuesto, un angulo relativo al plano de la regién de muestra 1155. Ademas, esta luz dirigida hacia arriba
1122 también tendra un angulo relativo a las direcciones 1114a, 1115a a lo largo de las cuales se inyecta la luz de
entrada en la regién de muestra 1155 desde las guias de onda 1114, 1115. Se apreciara que el uso de "hacia arriba"
aqui no limita estas realizaciones de ser utilizado en otras orientaciones.

La figura 12 ilustra una simulacién del patrén de luz periédico 3D que se genera como resultado de (i) dirigir la luz de
entrada desde una rejilla 1121 en la regién de muestra 1155 en una direccidén ortogonal relativa al plano de la regién
de muestra 1155, y (ii) dirigir (por ejemplo, con cualquiera de las mencionadas guias de onda opuestas) la luz de
entrada en la regién de muestra 1155 a lo largo de direcciones opuestas y paralelas 1114a, 1115a en el plano de las
guias de onda 1114, 1115.

A modo de ejemplo, pueden realizarse las siguientes etapas para obtener una imagen SIM 3D de una muestra. En
primer lugar, la luz de entrada 1122 puede dirigirse hacia arriba desde la rejilla 1121 hacia la regién de muestra 1155,
de forma que interfiera con el primer patrén de luz periédico 800b de la figura 8. A continuacién, la luz de entrada 1122
procedente de la rejilla 1121 puede ser interferida con el segundo patrén de luz periédico 800c de la figura 8.
Posteriormente, la luz de entrada 1122 procedente de la rejilla 1121 puede ser interferida con el tercer patrén de luz
periédico 800a de la figura 8.

Opcionalmente, las franjas del primer, segundo y tercer patrones de luz periédicos pueden desplazarse utilizando un
ajustador de fase, segun las realizaciones anteriores.

La luz emitida por la muestra en respuesta a los diferentes patrones de luz periddicos iluminantes (es decir, los
diferentes patrones de iluminacién asociados con las diferentes orientaciones y desplazamientos de franja) puede
recogerse y procesarse utilizando métodos de procesamiento SIM conocidos para generar una imagen SIM 3D de la
muestra.

La figura 13 muestra un aparato 1300 para realizar microscopia de fluorescencia, que incluye una lente objetivo 1330,
tal como una lente objetivo Plan N 20x/0,4 Olympus™, que tiene un campo de vision delantero 1332 que se enfrenta a
una regién de muestra 1355 de un componente éptico 1310. También incluye un dispositivo de inyeccién de luz 1340
acoplado épticamente a una interfaz de entrada 1311 del componente éptico 1310. Una muestra 1350 se coloca en la
regién de muestra 1355. El aparato 1300 también incluye una unidad de formacién de imagenes 1360 configurada
para recibir y procesar la luz recogida por la lente objetivo 1330 dentro del campo de visiéon delantero 1332. La unidad
de formacién de iméagenes 1360 puede comprender el mismo componente que la unidad de formacién de imagenes
60 de la figura 1.

El dispositivo de inyeccidn de luz 40 comprende una lente 1346 y una fuente de luz 1342 que, en este ejemplo, es una
fuente laser de longitud de onda visible. La luz procedente de la fuente luminosa se divide en dos haces mediante un
divisor externo 1333 (por ejemplo, un divisor multiplexor de fibra 6ptica). Uno de los haces de salida del divisor 1333
se dirige a una primera lente 1346a mediante una primera fibra éptica 1344a. El otro haz de salida del divisor 1333 se
dirige a una segunda lente 1346b mediante una segunda fibra 6ptica1344b. La primera lente 1346a esta dispuesta
para enfocar la luz procedente de la primera fibra éptica 1344a hacia la interfaz de entrada 1311 del componente
6ptico 1310. El componente éptico 1310 puede formar un primer haz de entrada y un segundo haz de entrada con la
luz recibida, y dirigir estos haces a la regién de la muestra (por ejemplo, a través de guias de onda 2D) de acuerdo
con cualquiera de los métodos y disposiciones divulgados en el presente documento.

La segunda lente 1346b esta dispuesta para enfocar la luz procedente de la segunda fibra éptica 1344b sobre un
espejo 1347. El espejo 1347 dirige la luz recibida hacia la lente objetivo 1330. La lente objetivo 1330 enfoca la luz del
espejo 1347 en la regién de muestra 1355 como tercera luz de entrada 1348 en un angulo de 90 grados relativo al
plano de la regién de muestra 1355. Sin embargo, en algunas realizaciones, la lente objetivo 1330 puede estar
dispuesta para dirigir la tercera luz de entrada a la regién de muestra 1355 en cualquier angulo relativo al plano de la
regién de muestra 1355. Preferentemente, el campo de visién de la lente objetivo 1330 esta orientado hacia la region
de muestra 1355, y la lente objetivo 1330 esta dispuesta para recoger la luz de la muestra 1350 dentro de la region de
muestra 1355.

Para generar imagenes en 3D, el aparato de la figura 13 puede utilizarse para dirigir luz de entrada a la regién de la
muestra utilizando la lente objetivo 1330 de manera que interfiera con un primer patrén de luz periédico generado por
el componente éptico 1310. Por ejemplo, el primer patrén de luz periédico puede ser el patrén de luz periédico 800b
de la figura 8b. La tercera luz de entrada procedente de la lente objetivo 1330 puede ser interferida posteriormente
con otros patrones de luz periddica generados por el componente éptico 1310 (por ejemplo, la tercera luz de entrada
puede ser interferida con el patrén de luz periédico 800c de la figura 8c, y posteriormente con el patrén de luz periddico
800a de la figura 8a).

Opcionalmente, las franjas del primer, segundo y tercer patrones de luz periédicos pueden desplazarse utilizando un
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ajustador de fase, segun las realizaciones anteriores.

La luz emitida por la muestra en respuesta a los diferentes patrones de luz periddicos iluminantes (es decir, los
diferentes patrones de iluminacién asociados con las diferentes orientaciones y desplazamientos de franja) puede
recogerse y procesarse utilizando métodos de procesamiento SIM conocidos para generar una imagen SIM 3D de la
muestra.

En disposiciones en las que la luz de excitacion dirigida sobre la muestra emana de una faceta de borde de la guia de
onda, la capa de revestimiento superior de la guia de onda puede ser aire. Es decir, las capas de la guia de onda
pueden comprender una regién de revestimiento inferior dispuesta sobre el sustrato del componente 6ptico y una
regién de nucleo 203 dispuesta sobre la regién de revestimiento inferior.

En realizaciones alternativas en las que se utiliza aire como capa de revestimiento superior de la guia o guias de onda,
se apreciard que la muestra puede colocarse directamente sobre la guia de onda para interactuar con el campo
evanescente de la luz guiada dentro de la guia de onda. Por consiguiente, en esta disposicién no se necesita un pocillo
de muestra y la muestra puede iluminarse con un patrén de interferencia colocandola directamente sobre la guia de
onda y guiando dos haces que se propagan en sentido contrario dentro de la guia de onda.

En las realizaciones anteriores, los divisores épticos son un divisor de guia de onda de rama y, aunque se apreciara
que pueden ser alternativamente cualquier otro tipo de divisor 6ptico, tal como un acoplador de interferencia multimodo
(MMI) o un acoplador de guia de onda evanescente.

Se apreciara por los expertos en la materia que la invencién se ha ilustrado describiendo varias realizaciones

especificas de la misma, pero no se limita a estas realizaciones; son posibles muchas variaciones y modificaciones,
dentro del &mbito de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un componente 6ptico (910) para iluminar una regién de muestra (955) con un patréon de luz periédico,
comprendiendo el componente éptico una primera guia de onda (914), una guia de onda adicional (916, 917, 918,
919), y un divisor 6ptico (913a), teniendo el divisor éptico (913a) (i) una entrada (911) para recibir luz de entrada, (ii)
una primera salida, y (iii) una segunda salida, en el que:

la primera salida del divisor 6ptico (913a) se acopla 6pticamente a la primera guia de onda (914) para dirigir la
primera luz de entrada a la primera guia de onda;

la primera guia de onda (914) esté4 dispuesta para utilizar la reflexién interna total para dirigir la primera luz de
entrada a la regiéon de muestra (955) a lo largo de una primera trayectoria en una primera direccién (914a);

la segunda salida del divisor 6ptico (913a) se acopla épticamente a la regién de muestra (955) para dirigir la
segunda luz de entrada a la regién de muestra (955) a lo largo de una segunda trayectoria en una segunda
direccién (915a),

la guia de onda adicional (916, 917, 918, 919) estéd dispuesta para recibir la tercera luz de entrada y utilizar la
reflexion interna total para dirigir la tercera luz de entrada a la regién de muestra (955) a lo largo de una tercera
trayectoria en una tercera direccién (916a, 917a, 918a, 919a),

la segunda direccidén (915a) es diferente de la primera direccién (914a) de modo que, en uso, la primera luz de
entrada interfiere con la segunda luz de entrada para formar un patrén de luz peridédico en la regién de muestra
(955);

la tercera direccién (916a, 917a, 918a, 919a) es diferente de la primera direccidén (914a) y de la segunda direccién
(915a); y

la primera, segunda y tercera direcciones (914a; 915a; 916a, 917a, 918a, 919a) son coplanarias.

2. Un componente éptico (910) como se reivindica en la reivindicacién 1, que comprende una entrada (911) formada
en una sola cara del componente 6ptico (910) y dispuesta para recibir la primera, segunda y tercera luces de entrada.

3. Un componente 6ptico (910) como se reivindica en la reivindicacién 2, en el que la entrada (911) comprende una
Unica toma para el acoplamiento con uno o més cables de fibra dptica (944a, 944b, 944c).

4. Un componente éptico (910) como se reivindica en cualquier reivindicacién anterior, en el que la primera, segunda
y tercera trayectorias se encuentran en un plano comun.

5. Un componente 6ptico (910) como se reivindica en cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas una
cuarta guia de onda (916, 917, 918, 919), en la que la cuarta guia de onda (916, 917, 918, 919) esta dispuesta para
recibir una cuarta luz de entrada y utilizar reflexién interna total para dirigir la cuarta luz de entrada a la regién de
muestra (955) a lo largo de una cuarta trayectoria en una cuarta direccion (916a, 917a, 918a, 919a), en la que la cuarta
direccién (916a, 917a, 918a, 919a) es diferente de la primera, la segunda y la tercera direcciones (914a; 915a; 9163,
917a, 918a, 919a) y es coplanaria con la primera, segunda y tercera direcciones (914a; 915a; 916a, 917a, 918a, 919a).

6. Un componente éptico como se reivindica en cualquier reivindicacién anterior, en el que el componente 6ptico es
un componente foténico integrado.

7. Un componente éptico como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que al menos una de
dichas guias de onda esta dispuesta para guiar la luz recibida hacia la regién de muestra a lo largo de una trayectoria
Optica respectiva, en el que dicha trayectoria dptica tiene una anchura que aumenta en una direccién hacia la regién
de muestra.

8. Un componente éptico como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que al menos una de
dichas guias de onda comprende una faceta final dispuesta para dirigir la luz hacia la regién de la muestra.

9. Un componente éptico como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que al menos una de
dichas guias de onda esta dispuesta para dirigir, hacia la regién de la muestra, s6lo un componente de campo
evanescente de la luz recibida por la guia de onda.

10. Un componente éptico como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el componente
6ptico define un pocillo de muestra para alojar una muestra.

11. Un componente 6ptico como se reivindica en la reivindicacidén 10, que comprende una capa de nlcleo y una capa
de revestimiento éptico, en el que el pocillo de muestra esta definido al menos en parte por la capa de revestimiento
optico y la capa de nucleo.

12. Un método para iluminar una regién de muestra (955) de un componente 6ptico (910), comprendiendo el método:

proporcionar un componente 6ptico (910) que comprenda una primera guia de onda (914), otra guia de onda (916,
917, 918, 919) y un divisor éptico (913a);
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recibir luz de entrada en el divisor éptico (913a);

recibir una primera luz de entrada en la primera guia de onda (914) desde una primera salida del divisor éptico
(913a);

utilizar la reflexién interna total dentro de la primera guia de onda (914) para dirigir la primera luz de entrada a la
regién de la muestra a lo largo de una primera trayectoria en una primera direccién (914a);

dirigir, desde una segunda salida del divisor éptico (913a), una segunda luz de entrada a la regién de muestra
(955) a lo largo de una segunda trayectoria en una segunda direccién (915a), en la que la segunda direccién (915)
es diferente de la primera direccién (914a);

recibir la tercera luz de entrada en la guia de onda adicional (916, 917, 918, 919),

usar reflexién interna total dentro de la guia de onda adicional (916, 917, 918, 919) para dirigir la tercera luz de
entrada a la regiéon de muestra (955) a lo largo de una tercera trayectoria en una tercera direccién (916a, 917a,
918a, 919a), en la que la tercera direccién (916a, 917a, 918a, 919a) es diferente de la primera (914a) y segunda
(915a) direcciones, y la primera (914a), segunda (915a) y tercera (916a, 917a, 918a, 919a) direcciones son
coplanares; e

interferir la primera luz de entrada y la segunda luz de entrada, o la primera, segunda y tercera luz de entrada,
juntas para formar un patrén de luz periédico en la regién de muestra (955).

13. Un método de obtencién de iméagenes de una muestra mediante microscopia de iluminacién estructurada, que
comprende:

iluminar una regién de muestra de un componente éptico con un patrdén de luz peridédico, como se reivindica en la
reivindicacién 12;

recoger la luz que emana de la regién de muestra; y

realizar microscopia de iluminacién estructurada con la luz recogida.

14. Un sistema para obtener imagenes de una muestra en una regiéon de muestra utilizando microscopia de iluminacién
estructurada, el sistema comprende:

un aparato de inyeccién de luz;

un componente 6ptico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11;

una lente objetivo dispuesta para recoger la luz que emana de la regién de la muestra; y

una unidad de formacién de imagenes dispuesta para realizar microscopia de iluminacién estructurada con la luz
recogida.
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