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DESCRIPCION
Escaner 6ptico y sonda optica de lente de escaneo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un escaner optico y una sonda 6ptica de lente de escaneo, de aplicacion particular,
pero de ninguna manera exclusiva como un microscopio, endoscopio o endomicroscopio.

Antecedentes de la Invencion

En general, cuanto mas lejos esté un objeto del centro del eje éptico de un sistema &ptico, peor sera la relacion Strehl
del sistema de formacion de imagenes y, por tanto, mas tenue aparecera el objeto y peor sera su relacion sefal/ruido.
Ademas, existe una compensacion entre el campo de vision y la apertura numérica: cuanto mayor es la apertura
numérica de un sistema optico (es decir, cuanto mas pequefio es el objeto que puede resolver), mas pequefio es el
campo de vision sobre el cual la relacion Strehl del sistema es aceptablemente grande (particularmente para sistemas
in vivo) y sobre el cual el vifieteado es aceptablemente pequefio. Esta compensacion surge del cambio de la geometria
relativa de la 6ptica de formacion de imagenes, el objeto y la imagen del objeto a medida que cambia la posicion de
un objeto en el campo de vision. Los sistemas Opticos practicos que se optimizan para formacion de imagenes en el
eje no se optimizan simultdneamente para formacion de imagenes fuera del eje. Cuanto mayor sea la apertura
numérica del sistema, mayor sera la sensibilidad de cualquier disefio a un cambio en la geometria relativa entre el
objeto, el sistema de formacién de imagenes y la imagen. Las aberraciones, en particular el coma, aumentan fuera del
eje. La posicion focal en las longitudes de onda de excitacion y fluorescencia debe ser la misma dentro de las
resoluciones lateral y axial del instrumento.

Por ejemplo, la Figura 1 es una vista esquematica de una lente colectora confocal de muchos elementos de la técnica
anterior, con 0,3 NA, una relacion Strehl de 0,8, desplazamiento cromatico axial < 2 mm y desplazamiento cromatico
lateral < 150 nm en todo el campo de vision (FOV). Para fabricar esta lente con una relacion Strehl de 0,5 o mayor en
todo el campo de visién, es necesario considerar las limitaciones de las técnicas de fabricacion existentes, y la
agregacion de imperfecciones de fabricacion, etcétera, y tener en cuenta el radio de curvatura esperado de la
superficie de formacién de imagenes en el tejido (en este ejemplo, > 3 mm). Por lo tanto, se requiere un disefio o una
relacion Strehl tedrica de 0,95, tanto en la longitud de onda de excitacion de 488 nm como en la longitud de onda
maxima de emision de fluorescencia de 532 nm, junto con un desplazamiento cromatico focal lateral de menos de 150
nm y un desplazamiento cromatico focal axial de menos de 2 uym entre las dos longitudes de onda en todo el campo
de vision, todo con un radio de curvatura de la superficie de formacion de imagenes en el tejido superior a 3 mm. Esto
se logra mediante el uso del disefio de multiples elementos de la lente que se muestra en la Figura 1.

La concatenacion de diez elementos dpticos a su vez hace que sea costoso lograr la estricta calidad optica y las
tolerancias mecanicas requeridas. Suponiendo que la aberracion de las imperfecciones de cada superficie se agrega
incoherentemente, la aberracion de las catorce interfaces de aire a cristal es aproximadamente V14 =~ 3,7 veces la
aberracion agregada por cada superficie. Las especificaciones ISO 10110 requeridas para cada superficie dentro del
ensamble final son 3/0,5(0,5/-) RMSi < 0,05, A =633 nmy 4/5'.

Un problema adicional de estos sistemas es la baja apertura numérica del campo de salida de la fibra. La apertura
numérica (NA) de la salida de campo de una fibra de modo simple de 450 nm es de aproximadamente 0,1. Para
muchas aplicaciones de formacion de imagenes clinicas in vivo, se necesitan aperturas numéricas de 0,2 o mas. Por
lo tanto, se necesita aumento 6ptico si va a usarse un campo propio unido de fibra éptica de modo simple como el
orificio confocal para aumentar esta apertura numeérica en un factor de dos o mas. Esto significa que la amplitud de
escaneado de la fibra debe ser dos o0 mas veces la del campo de visién en el tejido. Un sistema de escaneado con un
aumento de 2x debe lograr una amplitud de escaneo de la fibra 6ptica de dos veces el campo de vision deseado.

Un sistema con una disposicion éptica mas simple se describe en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados
Unidos Numero 2011/0211104 y se explora ademas en "High-resolution resonant and nonresonant fiber-scanning
confocal microscope”, J. Biomedical Optics 16(2), 026007 (febrero de 2011). El documento US 2011/0211104 describe
una sonda oOptica para un endoscopio de escaneado confocal. La sonda comprende una guia 6ptica, una primera lente
que se monta en una porcion del extremo distal de la guia optica para enfocar la luz de la guia dptica, un actuador
para desplazar la porcién del extremo distal y la primera lente para permitir el escaneado 6ptico, y una segunda lente
en el interior de la sonda para recibir la radiacion de la primera lente. La segunda lente, que comprende una lente
negativa, desvia la radiacion de la primera lente en una direccion correspondiente a una direccion de desplazamiento
de la primera lente mediante el actuador. Se dice que la invencién es particularmente util para aumentar el campo de
vision (FOV) de sondas opticas desechables baratas. Asi, la primera lente se acopla mecanicamente a la guia 6ptica,
lo que evita la compensacion entre el campo de vision y la apertura numérica, permitiendo valores altos de ambos
parametros, y también elimina el desplazamiento cromatico lateral mientras la geometria relativa de la lente, el tejido
fotografiado y el cubreobjetos permanecen igual que la geometria en el eje durante el escaneo.
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Sin embargo, el sistema del documento US 2011/0211104 incluye varios canales eléctricos que corren a lo largo de
un tubo de acero de escaneo que acopla la primera lente a la guia 6ptica, emplea lentes grandes y pesados y no
aborda el problema de la aberracion cromatica (excepto para calcular la dispersion del pulso para formacion de
imagenes de muchos fotones).

El documento US 2001/055462 A1 describe un sistema integrado de adquisicion de imagenes endoscopicas y
administracion terapéutica que usa iluminacion éptica dirigida y escaneada proporcionada por una fibra optica de
escaneo o guia de ondas de luz que se impulsa mediante un actuador incluido en un extremo distal de un instrumento
de diagndstico/terapéutico y de formacion de imagenes integrado; se dice que el sistema mejora las caracteristicas
topograficas, la visualizacion estereoscdpica y la medicion precisa de los tamafios de las caracteristicas de una region
de interés en el cuerpo de un paciente que facilitan el diagnéstico, el monitoreo y/o la terapia con el instrumento.

El documento US 7 068 878 B2 describe una fibra dptica con una region de seccion transversal reducida adyacente a
su extremo distal, que se fusiona a un componente éptico con un punto focal posterior que coincide sustancialmente
con una fuente de luz efectiva de la fibra éptica. EI componente éptico es "una lente de bola, una lente de tambor, una
lente de indice graduado o un elemento 6ptico difractivo" [Resumen].

El documento US 20131/20550 A1 describe un sistema de microscopio de profundidad de campo extendido para la
deteccion de objetos de fase que incluye un modulo 6ptico de formacion de imagenes y un modulo de conversion de
fase/intensidad. El modulo 6ptico de formacion de imagenes tiene un grupo de lentes de objeto, en el que se afiade
una codificacion de fase simétrica axial, para producir una aberraciéon esférica simétrica axial. Puede obtenerse una
funcion de dispersion de punto (PSF) y una imagen con profundidad de campo extendida con un nivel predeterminado
de similitud.

El documento US 2004/254474 A1 describe un escaner de fibra dptica para formacion de imagenes por excitacion
multifoténica, tomografia de coherencia éptica o para formacion de imagenes confocales en las que se llevan a cabo
exploraciones transversales en una pluralidad de profundidades sucesivamente diferentes dentro del tejido. El escaner
de fibra dptica se implementa como un endoscopio de escaneado mediante el uso de una fibra dptica en voladizo que
se impulsa a resonancia o casi resonancia mediante un actuador. El actuador se energiza con sefales de activacion
que hacen que la fibra dptica escanee en un patrén deseado a profundidades sucesivamente diferentes a medida que
cambia la profundidad del punto focal.

Resumen de la Invencion

En un primer aspecto general, una modalidad de la presente invencion proporciona un grupo de lentes para un
endoscopio 0 microscopio, que comprende:

uno o mas elementos de lente, cada uno de indice de refracciéon uniforme, que se adapta para:

i) enfocar, con correccién de la aberracion de frente de onda alta, la luz de activacion o excitacion que se recibe
desde una punta de salida de una guia de ondas 6ptica (tal como una fibra éptica) que se ubica sustancialmente
contra una superficie proximal del grupo de lentes hasta un campo de observacién puntual con funcién de
dispersion de punto estrecho mas alla de una superficie distal del grupo de lentes (tal como fuera de una ventana
optica ubicada distalmente con relacion a la superficie distal); y

ii) transmitir, con una correccion de la aberracién de frente de onda alta, la fluorescencia o la luz de retorno
reflejada que recibe la superficie distal desde el campo de observaciéon puntual (y su vecindad definida por la
funciéon de dispersion de punto de longitud de onda de fluorescencia) de regreso a la punta de salida de la guia de
onda optica en la longitud de onda de fluorescencia;

en donde el grupo de lentes se acopla, en uso, a la punta distal de la guia de ondas 6ptica.

Por lo tanto, el grupo de lentes rompe la compensacion tradicional entre el campo de visidn y la apertura numérica, ya
que permite tener valores altos de ambos parametros y también permite minimizar o eliminar el desplazamiento
cromatico lateral, al mantener la geometria relativa del grupo de lentes, la muestra de imagen y el cubreobjetos igual
que la geometria en el eje a lo largo de un escaneo.

El grupo de lentes puede proporcionarse en un escaner que es muy pequefio y liviano mientras esta altamente
corregido Opticamente tanto para aberracion como para desplazamiento cromatico (ya sea "activa" o "pasivamente”,
como se describe a continuacion); puede usarse una guia de ondas 6ptica desnuda (por ejemplo, una fibra éptica
convencional totalmente de cristal sin revestimiento especializado u otro dispositivo de modificacion de la
rigidez/inercia) para que el sistema de lentes pueda miniaturizarse lo suficiente y escanearse a alta velocidad (es decir,
a frecuencias de resonancia del orden de magnitud mas rapida que los 150 Hz a los que se hace referencia en algunas
de las técnicas anteriores). El grupo de lentes puede unirse directamente a la guia de ondas optica (de escaneo) sin
practicamente ningun espacio de aire entre la guia de ondas 6ptica y el primer elemento de la guia de ondas, lo que
simplifica la construccion y permite realizar facilmente la alineacion activa.
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La presente invencion permite la construccion de una sonda "universal" que permite la formacion de imagenes
simultaneas de un fotén y dos fotones con efectivamente cualquier numero de fluoréforos, mientras que lleva todas
las longitudes de onda al mismo foco dentro de 2 ym en un espectro de 450 nm a 850 nm y aperturas numéricas de
hasta 0,5 NA, y posiblemente tan altas como 0,7 NA. Ademas, esta correccion cromatica proporciona un rendimiento
de formacion de imagenes de dos fotones mejor que la técnica anterior discutida anteriormente.

En una modalidad, la luz de retorno de fluorescencia y la luz de activaciéon o excitacion tienen la misma longitud de
onda (es decir, el sistema es un sistema de formacién de imagenes en modo de reflexion).

En una modalidad, el grupo de lentes comprende ademas un elemento 6ptico de difraccion que se une a la superficie
distal. El grupo de lentes puede comprender una varilla de cristal sin foco, en donde el elemento de difraccion
proporciona el foco.

En otra modalidad, el grupo de lentes tiene un desplazamiento cromatico que se corrige altamente de manera que el
grupo de lentes enfoca la luz de fluorescencia que se recibe desde la punta de salida de la guia de ondas optica al
campo de observacion puntual dentro de un pequefio margen de error (y por lo que, tanto la luz de activacién como la
luz de fluorescencia se enfocan en un campo de observacion de punto comun dentro de ese margen de error). En
este contexto, "pequefio margen de error" significa pequefio en comparacion con la resolucion axial.

En una modalidad, el grupo de lentes tiene un desplazamiento cromatico que se corrige altamente de manera que un
paquete de onda de luz de entrada con ancho de pulso de menos de un picosegundo y centrado en una longitud de
onda de la luz de activacion solo se ensancha ligeramente en el ancho de pulso cuando pasa a través del grupo de
lentes (de modo que la pérdida de la intensidad de pulso maxima y la eficiencia del acoplamiento de dos fotones son
pequenas), lo que hace que el sistema sea especialmente adecuado para la formacién de imagenes de muchos
fotones. Por ejemplo, seria deseable una pérdida de menos de 1 dB, pero también seria valioso un grupo de lentes (o
sistema proporcionado con el mismo) con una pérdida de 2 dB o 3 dB.

El grupo de lentes puede tener criterios de correccion de resolucion y aberracion de manera que:

a) la apertura numérica de la luz enfocada por el grupo de lentes es (i) 0,15 o mayor cuando el grupo de lentes
recibe luz de la guia de ondas 6ptica a una longitud de onda de luz de activaciéon nominal, y (ii) 0,15 o mayor a una
longitud de onda de emision de fluorescencia maxima; y

b) o el producto de la primera y la segunda relacion Strehl correspondiente medida en el campo de observacion
puntual es mayor o igual a 0,5 o el producto de Strehl generalizado:

max

RSN x 81, A.)%)

Ecuacion 1
es mayor o igual a 0,5, la definicion que sea aplicable a un modo de formacion de imagenes de fluorescencia.

El grupo de lentes puede tener criterios de ampliacion de pulso definidos de manera que un paquete de ondas de luz
de entrada centrado en una longitud de onda de excitacion nominal y de veinte femtosegundos de duracion se amplie
a un paquete de ondas de igual longitud de onda central y de menos de cien femtosegundos de duracion mediante
una contribucion de mdiltiples rutas del grupo de lentes.

El grupo de lentes puede tener un diametro exterior de menos de 1 mm, una longitud de menos de 5 mm y una masa
de menos de 20 mg.

El grupo de lentes puede comprender (i) dos cristales distintos en el grupo de lentes, (ii) una interfaz esférica entre los
dos cristales distintos y (iii) una superficie distal que es asférica, por lo que el grupo de lentes se adapta para pares
de longitud de onda de activacion/fluorescencia en un espectro de luz visible ampliado con una longitud de onda de
450 nm a 850 nm.

En una modalidad, el grupo de lentes comprende un tipo de cristal (y carece de dispositivos de correccion de
desplazamiento cromatico), en donde el grupo de lentes comprende una cantidad de cristal de manera que los campos
de ondas transmitidos tienen un tiempo de transmision insuficiente para dispersarse en un grado que produciria una
relacion Strehl menor de 0,5, por lo que el grupo de lentes se adapta para pares de longitudes de onda de
activacion/fluorescencia estrechamente espaciados (normalmente 50 nm de separacion o menos).

El grupo de lentes puede comprender una pluralidad de cristales de mas de un tipo, en donde el grupo de lentes tiene
una dispersion que se cancela mutuamente y el grupo de lentes se adapta para su uso con cualquier par de longitudes
de onda de activacion/fluorescencia (que incluye los pares donde las longitudes de onda de fluorescencia y excitacion
son iguales) en el rango de longitud de onda del espectro de luz visible ampliado de 450 nm a 850 nm. Dos de los
cristales pueden separarse por un espacio intermedio (tal como un espacio libre o de aire).
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En esta modalidad, por lo tanto, la pluralidad de cristales incluye al menos dos tipos de cristal. De hecho, la pluralidad
de cristales puede ser todos diferentes entre si. En general, sin embargo, proporcionan una dispersiéon que se cancelan
mutuamente. En la practica, esto cominmente (pero no siempre) significa que el orden de los cristales es el tipo A
seguido del tipo B (en el grupo proximal), luego el tipo B seguido del tipo A (en el grupo distal).

En una modalidad, el grupo de lentes comprende una varilla cilindrica homogénea y una rejilla de difraccion unida al
extremo distal de la misma, en donde la rejilla (en lugar de una superficie refractiva) enfoca la luz de activacién al
campo de observacion puntual y guia la luz de retorno desde el campo de observacién puntual hacia la punta de salida
de la guia de ondas optica.

En otra modalidad, el grupo de lentes comprende una varilla cilindrica homogénea y una rejilla de difraccién unida al
extremo distal de la misma, en donde la rejilla (en lugar de una superficie refractiva) enfoca la luz de activacion al
campo de observacion puntual, la rejilla guia la luz de retorno hacia la punta de salida de la guia de ondas 6ptica, una
primera porcion de la rejilla se configura para enfocar la luz de activaciéon y una segunda porcidon se configura para
recolectar la luz de retorno (por ejemplo, fluorescencia).

En otra modalidad mas, el grupo de lentes comprende una pluralidad de elementos de lente (de cristales similares o
diferentes) pegados o unidos entre si de otro modo después de la fabricacion, normalmente mediante mecanizado.
Esto permite que se construyan facilmente mediante robots CNC de fabricacion de lentes, que de otra manera tienden
a romper lentes cuyo perfil lateral es demasiado largo y delgado.

En un segundo aspecto amplio, la presente invencion proporciona un sistema 6ptico, que comprende un grupo de
lentes como se describié anteriormente.

El sistema optico puede comprender la guia de ondas Optica.

En una modalidad, el sistema 6ptico comprende ademas un soporte en voladizo configurado para sujetar la guia de
ondas optica, un iman montado en la guia de ondas o6ptica y un sistema de accionamiento para hacer que el iman
vibre en dos planos de manera que la superficie distal del grupo de lentes se escanee a alta velocidad para crear un
amplio campo de vision de la imagen de la luz de retorno (por ejemplo, fluorescencia).

El sistema de accionamiento puede configurarse para escanear en una primera direccion con una frecuencia de al
menos 500 Hz y escanear en una segunda direccion ortogonal a la primera direccion con una frecuencia de al menos
0,5 Hz, de manera que una imagen cuyo campo de vision esté en al menos 200um x 200 ym puede obtenerse de la
luz de retorno (por ejemplo, fluorescencia).

En un tercer aspecto amplio, la presente invencion proporciona un sistema éptico que comprende:

una guia de ondas Ooptica que tiene un nucleo principal (por ejemplo, modo simple) y un ndcleo secundario
altamente multimodal; y uno o mas elementos de lente, cada uno de indice de refraccion uniforme;

en donde una punta de salida de la guia de ondas 6ptica se ubica sustancialmente contra una superficie proximal
del grupo de lentes; el nucleo principal se configura para transmitir luz de activacion o excitacion desde una fuente
de luz al grupo de lentes;

el grupo de lentes se configura para

i. enfocar, con correccion de aberracion de frente de onda alta, la luz de activacion o excitacién que se recibe
desde la punta de salida de una guia de onda optica a un campo de observacién puntual con funcion de
dispersion de punto estrecho mas alla de una superficie distal del grupo de lentes (tal como fuera de una
ventana optica ubicada distalmente con relacién a la superficie distal); y

ii. transmitir, con una correccién de aberracion modesta, la fluorescencia desde el campo de observacion
puntual (y su vecindad definida por la funcién de dispersion de punto de longitud de onda de fluorescencia) de
regreso a la punta de salida de la guia de ondas 6ptica en la longitud de onda de fluorescencia; y

el nicleo secundario se configura para recibir la fluorescencia.

En una modalidad, el sistema 6ptico tiene criterios de correccion de resolucion y aberracion tales que:

a) la apertura numérica de la luz enfocada es mayor o igual a 0,15 cuando la guia de ondas 6ptica se activa a una
longitud de onda de activacion nominal; y

b) la potencia del producto Strehl:
c)
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max
re ]R3(S(r, Ap)¥) Ecuacién 2

es mayor que o igual a 0,5 para formacién de imagenes N-fotdon (es decir, la potencia N = 2 para formacion de
imagenes de dos fotones, N = 3 para formacion de imagenes de tres fotones, etcétera).

En el sistema o6ptico de los aspectos segundo y tercero, la guia de ondas optica puede comprender ademas uno o
mas nucleos de guia de luz auxiliares, de modo que la apertura numérica de formacién de imagenes puede cambiarse
entre el valor principal de alta resolucion y un valor bajo (digamos 0,1 NA), posiblemente con etapas intermedias para
permitir al usuario colocar la imagen facilmente, con una resolucion axial gruesa y alta tolerancia a los errores de
ubicacion y la inestabilidad de la mano y luego cambiar a un modo de alta resolucion (con menor tolerancia) una vez
que se ha identificado el tejido objetivo.

En el sistema 6ptico del segundo y tercer aspecto, la guia de ondas éptica puede comprender ademas uno o mas
nucleos de guia de luz auxiliares desplazados axial y lateralmente para recibir selectivamente la luz de retorno desde
diferentes profundidades de formacién de imagenes.

En una modalidad, el sistema éptico comprende una ventana optica cuasi-elipsoidal con una forma de superficie

seleccionada para ser paralela a una superficie de escaneo de un vértice del grupo de lentes, por lo que una geometria

relativa del grupo de lentes, una regién activa épticamente instantanea de la ventana 6ptica y el campo de observacion
puntual en un lado distal de la ventana dptica permanecen invariables a lo largo de una porcion de adquisicion de
imagenes de un escaneo.

En un cuarto aspecto amplio, la presente invencién proporciona un método de alineacién activa, que comprende:
montar una guia de ondas optica y un grupo de lentes como se describié anteriormente que comprende una
pluralidad de elementos de lente en una plantilla de alineacidon con una punta de salida de la guia de ondas 6ptica
sustancialmente contra una superficie proximal del grupo de lentes que activa 6pticamente la guia de ondas 6ptica;

dirigir la luz de salida del grupo de lentes a un detector optico (tales como un sensor de frente de onda, un aparato
de prueba de estrellas de astronomo o un interferémetro);

establecer una posicién y orientacion relativas 6ptimas de minima aberracion mediante el ajuste de la posicion y
la orientacion relativas del grupo de lentes y la guia de ondas 6ptica;

unir los elementos de la lente o ensamblarlos de otro modo en una posicién y orientacion relativas fijas.

En un quinto aspecto amplio, la presente invencién proporciona un método de evaluacion de la calidad de la superficie
de la lente, que comprende:

colocar un orificio de diametro conocido en un foco de un sistema 6ptico como se describié anteriormente;
activar 6pticamente la guia de ondas 6ptica;

medir una potencia transmitida a través del orificio;

quitar el orificio y medir una potencia de salida total; y

determinar una medida de la rugosidad media cuadratica de la superficie de la lente a partir de una relacion entre
la potencia a través del orificio y la potencia total.

En un sexto aspecto amplio, la presente invencion proporciona un sistema de formacion de imagenes de fluorescencia
de espectro estrecho de uno o muchos fotones in vivo que comprende el sistema éptico descrito anteriormente.

Cabe sefialar que cualquiera de las diferentes caracteristicas individuales de cada uno de los aspectos anteriores de
la invencion, y cualquiera de las diferentes caracteristicas individuales de las modalidades descritas en la presente
descripcion incluidas en las reivindicaciones, pueden combinarse segun sea adecuado y deseado.

Breve Descripcion de los Dibujos

Para que la invencion pueda determinarse mas claramente, se describiran ahora modalidades, a modo de ejemplo,
con referencia al dibujo adjunto, en el que:

La Figura 1 es una vista esquematica de una lente colectora confocal de muchos elementos de la técnica anterior;
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las Figuras 2A y 2B son vistas esquematicas de un escaner de acuerdo con una modalidad de la presente invencion;
la Figura 3 es una vista esquematica mas detallada del grupo de lentes del escaner de las Figuras 2A y 2B;

la Figura 4 es una representacion grafica de la definicion de una superficie asférica;

la Figura 5 es una vista esquematica de un 'sistema de referencia' que omite el grupo de lentes;

la Figura 6 es una vista esquematica de un Sistema No Corregido de 0,26 NA con rayos para una entrada de 0,095
NA de la guia de luz de acuerdo con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 7 es una vista esquematica del Perfil para el Sistema No Corregido de 0,30 NA "0,47/0,30 NA No Corregido"
de acuerdo con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 8 es una vista esquematica del perfil para el Sistema Universal de 0,33 NA "0,50/0,33 NA Universal" de
acuerdo con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 9 es una vista esquematica de la compensacion del error de alineacion de la lente de acuerdo con una
modalidad de la presente invencion;

la Figura 10 es un grafico del nimero maximo de fotones devueltos para microscopia confocal de un fotén en funcion
del descentramiento de la fibra de excitacion para diferentes modalidades de la presente invencion;

la Figura 11 es una vista esquematica de la resolucion lateral para microscopia de un fotdn en funcién del
descentramiento de la fibra de excitacion para diferentes modalidades de la presente invencion;

la Figura 12 es una vista esquematica de resolucion axial para microscopia de un fotén en funcién del descentramiento
de la fibra de excitacion para diferentes modalidades de la presente invencion;

la Figura 13 es un grafico del numero maximo de fotones devueltos para microscopia de un foton como funcién del
descentramiento de la interfaz esférica para el sistema "050/033 Universal" de una modalidad de la presente invencion;

la Figura 14 es un grafico de la eficacia del numero de fotones maximo del esquema de compensacion activa devueltos
para microscopia de un fotén como funcién de la posicion de la fibra para sistemas de acuerdo con una modalidad de
la presente invencién con un descentramiento de interfaz esférica de 10 mm;

la Figura 15 es un grafico de la eficacia de la correccion cromatica; es una vista esquematica de respuestas axiales
para el sistema "050 033 Universal" de una modalidad de la presente invencién para longitudes de onda en el rango
de longitud de onda de 450 nm a 850 nm;

la Figura 16 es un grafico de la efectividad de la correccion cromatica, es una vista esquematica del desplazamiento
de la posicion del foco axial para el sistema "050 033 Universal" con longitudes de onda en el rango de longitud de
onda de 450 nm a 850 nm para sistemas ideales y compensados de acuerdo con las modalidades de la presente
invencion;

la Figura 17 es un grafico de la eficacia de la correccion cromatica después de que la compensacion, es una vista
esquematica del desplazamiento cromatico lateral para el sistema "050 033 Universal" en el rango de longitud de onda
de 450 nm a 850 nm para sistemas ideales y compensados de acuerdo con modalidades de la presente invencion;

la Figura 18 es un grafico de la eficacia de la correccion cromatica después de la compensacion, es una vista
esquematica de la pérdida de aberracion para el sistema "050 033 Universal" en el rango de longitud de onda de 450
nm a 850 nm para sistemas ideales y compensados de acuerdo con modalidades de la presente invencion;

la Figura 19 es un grafico de la efectividad de la correccion cromatica después de la compensacion, es una vista
esquematica de la resolucion lateral para el sistema "050 033 Universal" en el rango de longitud de onda de 450 nm
a 850 nm para sistemas ideales y compensados de acuerdo con modalidades de la presente invencion;

la Figura 20 es un grafico de la respuesta de fase para sistemas completos y solo para el rayo central para el sistema
"050 033 Universal" de acuerdo con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 21 es un grafico de la fase de rutas multiples (fase relativa al rayo central) para el sistema "050 033 Universal"
de acuerdo con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 22 es una vista esquematica de pulsos de salida de sistemas compensados y no compensados de acuerdo
con modalidades de la presente invencion;
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la Figura 23 es una vista esquematica de pulsos de salida de sistemas compensados de acuerdo con modalidades de
la presente invencion;

la Figura 24 es una imagen de calentamiento local por haz de 1 W 0,1 NA que se difracta a través de una varilla de
cristal Schott N-SF66 de dimensiones & 0,5 mm x 5 mm;

la Figura 25 es una vista esquematica de un sistema "0,80/0,57 NA Universal" de acuerdo con una modalidad de la
presente invencioén a escala 70:1;

la Figura 26 es una vista esquematica de doble colimacion en el sistema de la Figura 25;

la Figura 27 es una vista esquematica de un sistema de muchos fotones de espectro amplio de acuerdo con una
modalidad de la presente invencion;

la Figura 28 es una vista esquematica de un sistema de fibra de muchos nucleos de acuerdo con una modalidad de
la presente invencion;

la Figura 29 es una vista esquematica de un sistema de fibra de muchos nucleos de acuerdo con otra modalidad de
la presente invencion;

las Figuras 30A y 30B son una vista esquematica de sistemas 6pticos con una lente holografica (rejilla) sobre un
sustrato cilindrico escaneado de acuerdo con modalidades de la presente invencion;

la Figura 31 es una vista esquematica del sistema optico y de la lente difractiva de 0,2 NA, 1 mm de distancia de
trabajo de la Figura 30A;

la Figura 32 es una vista esquematica de la lente holografica (rejilla) sectorizada del sistema 6ptico de la Figura 30B,
en la que una media rejilla se dedica a enfocar la luz de activacion, la otra mitad a enfocar la luz fluorescente;

la Figura 33 es una vista esquematica de la funcion de dispersion de punto del plano focal para la rejilla sectorizada
de la Figura 32 para (izquierda) 488 nm de longitud de onda de activacién (derecha) 532 nm de longitud de onda de
fluorescencia;

la Figura 34 es una vista esquematica de la respuesta confocal del plano focal para la rejilla sectorizada de la Figura
32 con longitudes de onda maxima de activacion de 488 nm y de fluorescencia de 532 nm, que incluye (izquierda) la
respuesta confocal para el fluoréforo subresoluble, y (derecha) la raiz cuadrada de la respuesta confocal;

la Figura 35 es una vista esquematica de un aparato de alineacion activa de acuerdo con una modalidad de la presente
invencion;

la Figura 36 es una vista esquematica del aparato de evaluacion de la calidad de la rugosidad superficial de acuerdo
con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 37 es una vista esquematica de energia circundante en funcion del radio circundante para 0,3 NA de acuerdo
con una modalidad de la presente invencion;

la Figura 38 es una vista esquematica de la fraccion maxima de potencia a través del orificio en el aparato de
evaluacion de la calidad de la Figura 36 en funcion de la rugosidad de la superficie de la lente RMS;

las Figuras 39A y 39B son vistas esquematicas de especificaciones de aberracion aceptables e inaceptables,
respectivamente, que ilustran como deben cumplirse las especificaciones de aberracion en el mismo punto focal
nominal para las longitudes de onda de excitacion y fluorescencia;

la Figura 40 es una vista esquematica de las coordenadas de la definicion de Petermann Il de NA, como se emplea
en la presente descripcion; y

la Figura 41 es un grafico que indica la resolubilidad de dos puntos Gaussianos trazando la intensidad normalizada
frente al desplazamiento lateral normalizado para diferentes separaciones de puntos.

Descripcion Detallada

De acuerdo con un primer grupo de modalidades de la presente invencion, se proporcionan sistemas Opticos
adecuados para una amplia gama de pares de longitudes de onda de activacion/fluorescencia en el espectro de luz
visible ampliado de 450 nm a 850 nm de longitud de onda, que comprenden (i) un grupo de lentes de dos cristales
diferentes, (ii) una interfaz esférica entre ellos, y (iii) una superficie asférica en la superficie distal o de salida del grupo
de lentes.
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Las Figuras 2A y 2B son vistas esquematicas de un sistema 6ptico 10 de acuerdo con una modalidad de este primer
grupo. Con referencia a la Figura 2A, que representa el sistema 6ptico 10 en reposo, el sistema éptico 10 incluye una
fibra optica de escaneo 12 y un grupo de lentes 14 acoplado a la punta distal 16 de la fibra 6ptica 12. En esta modalidad,
la fibra optica 12 tiene la forma de una fibra éptica de silice de modo simple de 450 nm con un diametro de 125 um.
El grupo de lentes 14 es generalmente cilindrico con un diametro de 250 pym y una longitud de 2,49 mm. Los 1,79 mm
proximales del grupo de lentes 14 actia como sustrato y comprende cristal N-SF66, mientras que los 0,7 mm distales
o delanteros del grupo de lentes 14 comprenden una lente asférica 18 de cristal L-LAMG60 (descrita con mayor detalle
a continuacion). El grupo de lentes 14 comprende dos cristales diferentes: en este ejemplo, el sustrato comprende
cristal N-SF66, mientras que la lente asférica 18 comprende cristal L-LAMG60. La interfaz entre los dos componentes
del grupo de lentes 14 es esférica y la cara delantera o distal de la lente asférica 18 es asférica.

Se proporciona un collar 20 en el extremo proximal o trasero del grupo de lentes 14 para conectar de forma segura el
grupo de lentes 14 y la fibra dptica 12; el collar 20 generalmente comprende un menisco de cola, pero puede
comprender cualquier otro material adecuado para realizar esta funcion y compatible con la aplicacion prevista del
sistema optico 10. Alternativamente, el collar 20 puede ser integral con el grupo de lentes 14.

El escaner 12 también incluye un soporte 22 en forma de cojinete en voladizo, como el que se muestra en la Figura
2A de la Patente de Estados Unidos Numero 7,920,312 (que se incorpora en la presente descripcion como referencia),
en el que se sujeta la fibra optica 12, y un iman 24 para usar en la activacion del escaner, que se monta en fibra dptica
12 entre el soporte 22 y el grupo de lentes 14. En esta modalidad, el iman 24 es un iman de cobalto de samario con
una seccion transversal cuadrada de 700 um x 700 ym, y una densidad media nominal de 7083 kg.m para tener en
cuenta el hueco o la ranura cortada para acomodar la fibra éptica 12.

En uso, el sistema 6ptico 10 generalmente estaria alojado dentro, por ejemplo, de un cabezal de endoscopio, que
deseablemente incluiria una ventana éptica; en esta modalidad, esta ventana 6ptica tiene la forma de una ventana
elipsoidal o cubreobjetos 26 que se adapta al movimiento de la lente asférica 18 y, al ser elipsoidal, reduce la distorsion
optica que de otro modo podria introducir la ventana y, por lo tanto, mantiene el rendimiento 6ptico en todo el campo
de visidn cuando la curvatura de la superficie de escaneo y/o la apertura numérica del escaner es alta. La ventana 26
es de N-BK7 en esta y las otras modalidades descritas a continuacion, que también tiene una buena biocompatibilidad.

La Figura 2B representa el sistema 6ptico 10 en uso, que ilustra la flexién o el desplazamiento de sus componentes
cuando la lente asférica 18 esta en un extremo de un escaneo de amplitud de 0,5 mm cuando el sistema éptico 10 se
emplea en el primer modo de vibracién de armonicos. Para lograr tal movimiento de escaneo, el iman 24 se acciona
para ejecutar una traslacion de lado a lado (sin rotacién) de 0,15 mm. La frecuencia de resonancia de este modo es
de 1617 Hz. Un mecanismo de activacion adecuado se describe en la Patente de los Estados Unidos Numero
7,920,312, que comprende un par de bobinas de excitacion en Y que se disponen por encima y por debajo del iman
24 (para ejecutar un escaneo en Y lineal no resonante: véanse las bobinas 54a y 54b de la Figura 3 de la Patente de
los Estados Unidos Numero 7,920,312) y un par de bobinas de excitacion en X que se disponen a cada lado del iman
24 (para ejecutar un escaneo en X sinusoidal resonante: véanse las bobinas 56a y 56b de la Figura 3 de la patente
los Estados Unidos numero 7,920,312).

Se espera que alrededor del 70 % del campo de visidon se use cuando el sistema 6ptico 10 construya una imagen
escaneada por tramas, el resto es la parte posterior del escaneo sinusoidal y, por lo tanto, se distorsiona mucho debido
a la desaceleracion de la punta de la lente para cambiar de direccion). El sistema 6ptico 10 tiene aproximadamente
700 uym x 700 ym de campo de visién.

La curvatura de la superficie de escaneo de este ejemplo es alta, con un radio de curvatura de escaneo en X rapido y
resonante de 2,6 mm. La curvatura principal en la direccion ortogonal o Y (exploracion lenta, no resonante) es de 8,2
mm. Aun asi, con esta alta curvatura, la superficie de escaneo se desvia de la planitud solo 24 um sobre el total de
700 ym x 700 pm de campo de vision. Son posibles sistemas mas largos y de menor frecuencia con radios de
curvatura correspondientemente mas largos, de acuerdo con otra modalidad de la presente invencion.

La Figura 3 es una vista esquematica mas detallada del grupo de lentes 14 y su acoplamiento a la fibra éptica 12
(aunque omite el collar 20 por simplicidad). Como se describioé anteriormente, el grupo de lentes 14 comprende un
sustrato proximal 30 de cristal N-SF66 y una lente asférica distal 18 de cristal L-LAM60, ambos con un eje 6ptico 32
en reposo. El grupo de lentes 14 se adapta para formar imagenes en el rango de longitud de onda de 450 nm a 850
nm. La Figura 4 es una representacion grafica de la definicion de una superficie asférica.

En una modalidad alternativa, el sistema 6ptico 10 se adapta para su uso como escaner de fluorescencia, y se adapta
para pares de longitudes de onda de activacién/fluorescencia estrechamente espaciados (normalmente con 50 nm de
separacion o menos). El grupo de lentes 14 en esta modalidad alternativa comprende solo un tipo de cristal y se omiten
los dispositivos de correcciéon de desplazamiento cromatico; en cambio, el rendimiento de desplazamiento cromatico
se logra empleando una cantidad muy pequefia de cristal, para negar a la luz transmitida el tiempo suficiente en su
vuelo para dispersarse lo suficiente como para contrarrestar el logro del objetivo del producto de relacién Strehl que
se describe a continuacion.
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La superficie delantera asférica 34 de la lente asférica 18 es nominalmente axisimétrica (es decir, tiene simetria
rotacional alrededor del eje 6ptico) y se especifica por la forma funcional estandar:

7z =

-
= 72 +A 12 A+ AT+ Ag B Ecuacion 3

Ta— Ta’

donde z (ver Figura 4) es la "holgura" de la superficie medida con relacion al plano ortogonal y al eje dptico a través
del vértice V (a saber, donde la superficie se encuentra con el eje 6ptico) en funcién de la distancia ortogonal r desde
el eje optico. En el ejemplo de la Figura 4, z es negativo. (z es positivo si la superficie en el punto en cuestion se
encuentra a la derecha del vértice V).

Los parametros de diferentes formas de modalidad (que incluye la de las Figuras 2A a 3) se presentan en la Tabla 1.
Estos ejemplos se disefian para diferentes tareas y se prevén diferentes grados de dificultad para construirlos. Los
ejemplos no son exhaustivos y son una muestra de lo que puede lograrse de manera realista con una lente asférica 'y
un sustrato que se encuentran en una interfaz plana o esférica. En otras modalidades, pueden obtenerse mayores
grados de correccion mediante el uso de varios sustratos de cristal diferente con interfaces esféricas o asféricas en
combinacion con una superficie distal asférica tal como la que se muestra en las Figuras 2A a 3, pero se espera que
estas ganancias sean pequefas.

Para calcular la apertura numérica principal de cada ejemplo se asume la fibora en modo simple disponible
comercialmente a una longitud de onda de 488 nm. Esta fibra tiene un diametro de campo de modo Petermann Il de
3,4 uym y una apertura numérica de salida Petermann Il de 0,095 (aunque su apertura numérica multimodo, "material"
se cita como 0,12).

Las lentes ilustrativas detalladas en la Tabla 1 se disefian para adaptarse a fibras especializadas de mayor apertura
numeérica, si estan disponibles y se desean. Asi, por ejemplo, el primer sistema ("0,40/0,26 NA no corregido") alcanzara
0,26 NA con la fibra SM450 actual, pero se disefia para corregir un campo de entrada de hasta 0,15 NA, como se
muestra en la fila "Diametro de Campo de Modo Petermann Il de Salida de Fibra en Ap" por las dos figuras 0,095
(0,15). Si esta ultima apertura numérica se logra con una fibra especializada (por ejemplo, en tecnologia de "fibra
hueca"), puede preverse la apertura numérica entre corchetes de 0,4 NA con relaciones Strehl comparables a las
enumeradas en la parte inferior de la columna para este disefio. Del mismo modo, el disefio "0,50/0,33 NA Universal"
logra 0,50 NA con la fibra de modo simple actual, pero el disefio en si puede acomodar una apertura numérica de
entrada de hasta 0,15, cuando su apertura numérica de salida seria 0,50 mientras logra las mismas relaciones Strehl
que se enumeran en la parte inferior de la columna para ese disefo.

Tabla 1: Parametros de los Escaneres Refractivos y Rendimiento Optico

Nombre del parametro Simbolo No corregido 0,50/0,33 NA
(ver Figura 3) |0,40/0,26 NA 0,47/0,30 NA Universal

Espesor del sustrato ts (mm) 1,795882 1,611574 2,091975

Material de sustrato M's N-SF66 S-NPH2 S-NPH2

Radio de la interfaz del sustratojr; (mm)  (plano)  (plano) +0,446065

(se muestra en negativo en la

Figura 3)

Espesor de la lente asférica ta (Mm) 0,7 0,688937 0,727895

Material de la lente asférica M a L-LAM60 L-LAM60 L-LAM60

Radio de la lente asférica ra (mm) -8,720051 -0,259212 +0,354615

Coeficiente cuadratico asférico  |A2 (mm ) -1,856099 -0,425953 -3,403506

Coeficiente cuartico de la lentelds (mm3) +6,188813 +21,317379 +3,176098

asférica

Coeficiente séxtico de la lentelds (mm5) -37,742987 -162,135748 -46,765445

asférica

Coeficiente optico de lentelAs (mm™7) 0 +3157,44543 8 0

asférica

Espacio de descanso de lafty (mm) 0,2 0,2 0,2

ventana-lente

Espesor de ventana tc (mm) 0,3 0,2 0,3

Profundidad de imagen nominal |d (mm) 0,099 0,05 0,1

Radios de curvatura principalesir?, r2 (mm) 2,83, 8,44 2,76, 8,19 2,69, 9,08

de ventana elipsoidal

10
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(continuacion)

Nombre del parametro Simbolo No corregido 0,50/0,33 NA
(ver Figura 3)  |0,40/0,26 NA 0,47/0,30 NA Universal

Longitud de onda de la unidad dejAp (nm) 488 488 > 450

sistema

Longitud de onda fluorescente dellAr (nm) 532 532 < 850

sistema

Diametro de Campo de Modoldpr2 (um) 3,4 (2,2) 3,4 (2,2) 3,4 (2,2)

Petermann Il de Salida de Fibra a

Ap

Apertura numérica Petermann llnp2 0,095 (0,15) 0,095 (0,15) 0,095 (0,15)

de salida de fibra en Ap

Diametro de la lente escaneada |D (mm) 0,5 0,5 0,6

Apertura numérica de salida del|nsaiida 0,26 (0,40) 0,30 (0,47) 0,33 (0,50)

sistema (Petermann II)

Resolucion lateral del sistemalAXrwrHm (Um) 0,76 0,66 0,63

Petermann |l

Resolucion axial del sistemalAZrwrm (M) 9,6 7,25 7,0

(FWHM)

Relacién Strehl en Ap Sp 0,98 (0,93) 0,97 (0,89) 0,96 (0,96)

Relacién Strehl en Ar Sr 0,96 (0,92) 0,97 (0,84) 0,96 (0,96)

Pérdida de vifleteado (unalLv(dB) 0,7 0,65 0,9

pasada)’

Pérdida de reflexion (unalLr (dB) 0,4 0,35 0,4

pasada)?

Numero de foton (microscopialN 1400 2350 3400

confocal de fluorescencia)?

1 A una longitud de onda de 488 nm; la pérdida total de ida y vuelta en la microscopia de un foton de fluorescencia,

por ejemplo, con FITC (fluoresceina) es aproximadamente el doble de este valor.

2 A una longitud de onda de 488 nm; la pérdida total de ida y vuelta en la microscopia de un foton de fluorescencia,

por ejemplo, con FITC (fluoresceina) es aproximadamente el doble de este valor.

3 Numero total de fotones devueltos recogidos por la formacion de imagenes de microscopia de fluorescencia de|

un foton de fluordforo subresoluble que contiene 105 iones de fluoresceina con 100 pW de luz de activacion de

488 nm en la fibra dptica SM450 de 0,095 NA y tiempo de permanencia de 300 ns (es decir, recoleccion de

fotones)

El rendimiento del escaner se evalia mediante los parametros de rendimiento tedricos de la Tabla 1. Cabe sefalar
que las relaciones Strehl no son las relaciones Strehl maximas en la longitud de onda, sino las que se definen a
continuacion, es decir, las relaciones Strehl en un foco definido como el punto que maximiza el producto de las dos
relaciones Strehl en las longitudes de onda activacion y fluorescencia.

La Tabla 2 presenta los parametros de rendimiento mecanico para los escaneres de la Tabla 1. El rendimiento
mecanico de los escaneres se ha establecido ajustando la longitud /c (véanse las Figuras 2A y 2B) de la fibra entre el
cojinete en voladizo y el borde mas cercano del iman de escaneo de modo que el iman de escaneo sufra una traslacion
pura de lado a lado y no gire en la primera resonancia armoénica. Los parametros de rendimiento correspondientes
para un sistema 50 de "referencia” ilustrado esquematicamente en la Figura 5 se dan en la dltima columna: estos
parametros se refieren a una fibra desnuda sin una lente escaneada, para dar una guia aproximada de la dificultad de
lograr los parametros para los otros escaneres de la Tabla 1. Por ejemplo, la fila "Amplitud de fuerza impulsora para
direccion de escaneo lenta" muestra que el sistema que escanea el grupo de lentes " 0,50/0,33 NA Universal"
necesitara una fuerza de activacion de escaneo lento que es 485/200 = 2,4 veces mas fuerte que la del sistema de
referencia. Aparte de la omision de un grupo de lentes distales, el sistema de referencia 50 es similar al sistema 6ptico
10 de las Figuras 2A y 2B, y tiene una fibra 6ptica 52 en forma de fibra dptica de silice en modo simple de 450 nm con
un diametro de 125 ym, un soporte 54 en forma de cojinete en voladizo en el que se sujeta la fibra optica 52, y un
iman 56 para su uso en la fibra éptica de activacion 52, que se monta en la fibra 6ptica 52 entre el soporte 22. El iman
56 es un iman de cobalto de samario con una seccién transversal cuadrada de 550 ym x 550 um.

Tabla 2: Parametros de Rendimiento Mecanico para sistemas escaneados con Escaneo de Amplitud de 1 mm

Parametro de Rendimiento/Simbolos No corregido 0,50/0,33 NADato
Mecanico (Figuras 2A, 2B|0,40/0,26 |0,47/0,30 NA [Universal

y 3) NA
Ventana elipsoidal dentro de losjrs, r2 (mm) 2,83,8,44 2,76, 8,19 2,69, 9,08 N/A
radios de curvatura principales
Cojinete a intervalo de fibra magnéticalfc (mm) 2,5 2,4 3,0 N/A
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(continuacion)

Parametro de Rendimiento/Simbolos No corregido 0,50/0,33 NADato
Mecanico (Figuras 2A, 2B|0,40/0,26 |0,47/0,30 NA |Universal
y 3) NA

Frecuencia de resonancia de escaneo
rapido

Amplitud de la fuerza de activacion
para una direccién de escaneo rapido
Amplitud de desplazamiento lateral
del iman para una direccion de[drapido(m) 290 270 400 97
escaneo rapido

Amplitud de la fuerza de activacion
para una direccién de escaneo lento
Amplitud de desplazamiento lateral
del iman para una direccion de|dento (WM) 485 495 485 200
escaneo lento

fres (kKHZ) 1,617 1,753 1,267 0,8734

Frapido (UN) 452 528 295 161

Fiento (MN) 15,9 17,5 11,2 5,85

Ejemplo 1: Sistema de 0,26 NA no corregido cromaticamente "0,40/0,26 NA no corregido”

La Figura 6 es una vista esquematica de un grupo de lentes 60 adecuado para su uso en un escaner tal como el
sistema o6ptico 10, que se muestra con una ventana o cubreobjetos 68, una muestra de tejido 69 y rayos para una
entrada de 0,095 NA desde una guia de luz. Este disefio asume que el foco es 50 0 99 pm de profundidad en la
muestra 69 (consulte "Profundidad de imagen nominal" en la Tabla 1). El grupo de lentes 60 constituye un sistema no
corregido de 0,26 NA, y se adapta para formacion de imagenes confocales de fluorescencia de un fotén FITC
(isotiocianato de fluoresceina) con FITC como fluoréforo; por tanto, la longitud de onda de activacion es 488 nmy la
fluorescencia retorna en una banda que se extiende desde aproximadamente 520 nm hasta 550 nm con una longitud
de onda de fluorescencia maxima de 532 nm. El rendimiento 6ptico se disefia para ser ligeramente mejor que el de
un sistema optico voluminoso del tipo que se muestra en la Figura 1. El grupo de lentes 60 tiene un sustrato 62 de
Schott (marca comercial) N-SF66 y la lente asférica 64 de Ohara (marca comercial) L-LAM60, que se encuentran en
una interfaz plana 66. La primera permite que la interfaz plana 66 sea parcialmente correctora cromatica, la ultima
(como se describe a continuacion) esta cerca de un cristal de dispersion minima para la aplicacion.

Ejemplo 2: Sistema de 0,30 NA no corregido cromaticamente "0,47/0,30 NA no corregido”

La Figura 7 es una vista esquematica de un grupo de lentes 70, que se muestra con una ventana o cubreobjetos 78 y
una muestra de tejido 79. Este ejemplo también es adecuado para su uso en un escaner tal como el sistema 6ptico
10, que se adapta para la formacién de imagenes confocales de fluorescencia de un foton FITC pero con un
rendimiento optico significativamente mejor que el del sistema &ptico voluminoso de la Figura 1. Su longitud mas corta
y mayor aumento lo hace un poco mas sensible a las imperfecciones de fabricacion (que se analizan a continuacion).
El grupo de lentes 70 comprende un sustrato 72 de Ohara S-NPH2 y una lente asférica 74 de Schott L-LAMG60; el
sustrato 72 de Ohara S-NPH2 produce una correccion cromatica parcial ligeramente mejor en la apertura numérica
mas alta.

Esta apertura numérica es aproximadamente la mas alta por la que vale la pena esforzarse con un sistema no
corregido de este tipo, porque las respuestas axiales (es decir, la intensidad maxima de la luz de enfoque en un plano
dado de posicion axial constante en funcidn de la posicion axial de ese plano) en las longitudes de onda de excitacion
y fluorescencia tienen picos que se desplazan axialmente entre si en aproximadamente 5 ym para un grupo de lentes
del tamafio aproximado de los dos sistemas no corregidos que se muestran. Este cambio es aproximadamente
independiente del disefio (cuando se limita a las modalidades de acuerdo con la reivindicacién jError! Fuente de
referencia no encontrada) y apertura numérica. Este disefio, en principio, no necesita correccion. El grupo de lentes
70 esta en dos piezas (es decir, el sustrato 72 y la lente asférica 74) solo con fines de produccion, ya que seria muy
dificil mecanizar un elemento largo y delgado de manera integral sin romperlo. Por tanto, el grupo de lentes 70, en
este ejemplo, se fabrica en dos piezas que luego se pegan entre si. Sin embargo, dado que se van a usar dos piezas
de cristal por conveniencia de fabricacién, es posible emplear dos tipos de cristal similar para obtener una pequefia
cantidad de correccion de la interfaz plana 76. Sin embargo, la diferencia de rendimiento entre este dispositivo y uno
de un solo cristal (ya sea en dos piezas de uno) es muy pequefia, por lo que este ejemplo se describe como "no
corregido": la pequefa correccidon no es esencial y es menor en comparacion con la de los denominados disefios
"corregidos" que se describen a continuacion (véase, por ejemplo, el Ejemplo 3).

En aperturas numéricas bajas, la amplia dispersion axial de las respuestas axiales significa que las respuestas de
excitacion y fluorescencia se superponen casi por completo, incluso a pesar del desplazamiento y, por lo tanto, el
producto maximo de las relaciones Strehl de excitaciéon y fluorescencia no es muy diferente del producto de las
relaciones Strehl maximas. Sin embargo, a medida que aumenta la apertura numérica, también lo hace la relevancia
del desplazamiento y los picos en las dos respuestas axiales se resuelven de manera mas clara, por lo que el producto
Strehl maximo es mucho menor que uno, aunque las relaciones Strehl maximas para cada longitud de onda son muy
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altas. En resumen, la importancia del desplazamiento cromatico axial aumenta con el aumento de la apertura numérica
y, por lo tanto, se necesita una correccién cromatica para aprovechar el beneficio de una mayor apertura numérica.

Ejemplo 3: Sistema de 0,33 NA completamente corregido cromaticamente "0,50/0,33 NA Universal"

La Figura 8 es una vista esquematica de un grupo de lentes 80, que se muestra con una ventana o cubreobjetos 88 y
una muestra de tejido 89. Este ejemplo también es adecuado para su uso en un escaner tal como el sistema 6ptico
10, y comprende un sustrato 82 de Ohara S-NPH2 y una lente asférica 84 de Ohara L-LAM60, que se encuentran en
una interfaz esférica 86. El grupo de lentes 80 se adapta para transmitir luz a longitudes de onda entre 450 nm y 850
nm esencialmente al mismo foco, dentro de una micra, debido a las variaciones de longitud de onda opuestas para
las potencias oOpticas de la interfaz esférica 86 por un lado y la interfaz asférica 87 entre el cristal Ohara L-LAM60 de
la lente asférica 84 y el espacio libre en la punta distal del grupo de lentes 80.

Como resultado, el grupo de lentes 80 puede usarse para una variedad de sistemas de endoscopia confocal o de
microscopia confocal de fluorescencia/reflexion de muchos canales de un fotdon o dos fotones. Pueden usarse
arbitrariamente muchas longitudes de onda de excitacién en la banda de 450 nm a 850 nm; estos se llevan a un foco
comun, que es también el punto de mayor probabilidad de acoplamiento de vuelta a una fibra 6ptica (véase la fibra
optica 12 de las Figuras 2A a 3) a través del grupo de lentes 80 para cualquier fluorescencia/reflexion en la banda.
Algunos analisis mas detallados en §0 respaldan estas afirmaciones y muestran cuan ampliamente aplicable es el
grupo de lentes de escaneo completamente corregido cromaticamente de la reivindicacion jError! No se encontro6 la
fuente de referencia. Ningun sistema confocal o de dos fotones disponible en el momento de escribir este articulo
(2012) tiene todas estas capacidades, especialmente en los campos de vision completos y muy amplios (hasta 1 mm
x 1 mm) que se prevén para estos sistemas.

Mas generalmente, los materiales preferidos para la lente asférica 14, para la mayoria de las aplicaciones, se
encuentran en el medio del grafico de Abbe. Los materiales de bajo indice de refraccion y baja dispersion, los
denominados "Cristales de Corona" (por ejemplo, N-FK51A), necesitan superficies asféricas muy severas para una
potencia optica determinada, por lo que la propia superficie se vuelve dispersiva, aunque el material no lo sea. En el
otro extremo de la tabla de Abbe, los materiales altamente dispersivos de alto indice de refraccion, los llamados
"cristales acromaticos" (por ejemplo, N-SF66), son altamente dispersivos, pero solo se necesitan superficies asféricas
relativamente suaves para alcanzar la misma potencia 6ptica. El medio de la tabla de Abbe, tal como L-LAMG60, es el
mejor compromiso: las superficies asféricas son suaves y el material en si es menos dispersivo que los materiales de
alto indice de refraccion como N-SF66 o S-NPH2.

Una excepcion a este principio es el diamante, que tiene una dispersién muy baja (aproximadamente la de N-BK7) y
un indice de refraccion de 2,4. Este puede ser el material 6ptimo para sistemas no corregido, siempre que se use un
método de mecanizado adecuado para fabricar superficies asféricas de buena calidad. Se prevé que sea un material
clave para su uso en modalidades de la presente invencion en el futuro, cuando los métodos de mecanizado, por
efemplo, torneado por haz de electrones de lentes asféricas de diamante cultivadas por deposiciéon de vapor quimico
(CVD), se vuelvan mas viables.

En algunas modalidades, se proporciona un escaner con un grupo de lentes que comprende mas de dos elementos
opticos (tales como, para uso en dispositivos de muy alta apertura numérica). Sin embargo, la configuracion de dos
elementos del grupo de lentes 14 de las Figuras 2A a 3 permite, para aperturas numéricas de hasta aproximadamente
0,6, el enfoque, con una correccion de la aberracion del frente de onda alta, de la luz de excitacion en la salida de la
fibra dptica 12 a un punto de alta resolucion (funcién de dispersion de punto estrecho) fuera de la ventana elipsoidal
26, y la transmision, también con correccion de la aberracion de frente de onda alta, de luz reflejada y/o de
fluorescencia desde el mismo punto (y su vecindad definida por la funcién de dispersion de punto de longitud de onda
de fluorescencia) de regreso a la salida de fibra 6ptica 12 en la longitud de onda de fluorescencia. Esta configuracion
también tiene las siguientes propiedades geométricas y de fabricacion especiales:

i) Una posible imperfecciéon de fabricacion es que la desalineacion entre los dos elementos del grupo de lentes
14 se reduce a una rotacién pura (digamos, en un angulo 86) del sustrato 30 con relacién al elemento asférico 18,
debido al hecho de que la interfaz entre el sustrato 30 con relacién al elemento asférico 18 es esférica y, por lo
tanto, puede cancelarse casi por completo en alineacioén activa desplazando el punto de unién de la fibra éptica 12
al sustrato 30 lateralmente por un desplazamiento de compensacion;

ii) Otra posible imperfeccion de fabricacion es el descentramiento de la superficie esférica (que constituye la
interfaz entre el sustrato 30 y el elemento asférico 18) pero su efecto también puede cancelarse por un
desplazamiento lateral de compensacién del punto de unién de la fibra 6ptica 12 al sustrato 30;

iii) Los robots de construccion de lentes CNC (control numérico por computadora) no manipulan y mecanizan
facilmente las lentes largas y delgadas sin un alto riesgo de temblores, por lo que incluso un disefio de un elemento
se hace mejor con dos secciones del mismo material, con una interfaz plana entre ellos. Puede aprovecharse la
restriccion de fabricacion empleando diferentes materiales en cada lado de la interfaz para proporcionar una
correccion cromatica parcial.
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Esta primera de estas propiedades se explica adicionalmente con referencia a la Figura 9, que es una vista
esquematica de un grupo de lentes 90 (comparable al grupo de lentes 14 de las Figuras 2A a 3), pero con desalineacion
entre el sustrato 30 y la lente asférica 18. El efecto de la desalineacion puede cancelarse casi por completo durante
la alineacién activa desplazando el punto de union de la fibra lateralmente mediante un desplazamiento dx. Con la
fibra dptica 12 en su posicion compensada como se muestra en la Figura 9, el cono de luz que emana de la fibra optica
12 se propaga a la lente asférica 18 a través de casi exactamente el mismo medio que lo haria en un sistema
perfectamente alineado. La Unica diferencia optica entre el sistema de la Figura 9 y un doblete perfectamente alineado
es el pequefio cambio 6z en el espesor efectivo del sustrato 30 que queda después de la compensacion; en los
simbolos de la Figura 3, este desplazamiento axial es:

sen? g
b6z = (ts + TI') 0500

P (ts + r{,) 50° Ecuacion 4

Para un dispositivo largo con ts + ri= 10 mm y una desalineacion de incluso 1°, el error anterior es aproximadamente
3 um. Por tanto, el error se transforma mediante la alineacién activa en un pequefio error de espesor de elemento, al
que los disefios de acuerdo con esta modalidad son en gran medida insensibles. Se estima que los errores de espesor
deben ser del orden de 20 um estropear seriamente el rendimiento de dichos dispositivos. Si la interfaz es una interfaz
plana (radio = =), cualquier desalineacion lateral entre los elementos del grupo de lentes puede compensarse
corrigiendo el desplazamiento lateral de la fibra dptica.

Otra imperfeccion de fabricacion es el descentramiento de la superficie esférica. El descentramiento puede describirse
como un desplazamiento lateral entre el centro de la superficie esférica y el eje dptico de la superficie asférica distal
(a saber, el eje de simetria rotacional). Este descentramiento provoca el mismo tipo de aberracion, a saber, coma de
tercer orden, al igual que un desplazamiento lateral del eje 6ptico de la posicion de la punta de la fibra. Por lo tanto,
puede usarse un desplazamiento lateral deliberado de la punta de la fibra éptica para cancelar la aberraciéon de tercer
orden que surge del descentramiento de la superficie esférica. Se ha descubierto que este esquema de cancelacion
o "compensacion" restaura el rendimiento éptico; es decir, un sistema con las imperfecciones discutidas anteriormente,
pero compensado por la alineacién activa de la posicién de la punta de la fibra éptica tiene casi el mismo rendimiento
optico (dentro de unas pocas centésimas de decibelio) que un sistema ideal que esta libre de tales imperfecciones.

Por lo tanto, puede verse que los efectos de las principales imperfecciones de fabricacién pueden cancelarse mediante
la alineacion activa en la configuracion de dos elementos de las modalidades con dos elementos de lente de acuerdo
con la presente invencion, tales como las de las Figuras 2A y 2B.

Otras fuentes posibles de imperfeccion son los errores de espesor del elemento de lente, a los que las modalidades
de la presente invencion son sustancialmente menos sensibles.

Tolerancia a las Imperfecciones de Fabricacion

La propagacién del campo electromagnético a través de modalidades de la presente invencion que tienen dos cristales
diferentes en el grupo de lentes con una interfaz esférica entre ellos y un distal asférico, que se adapta para su uso
con longitudes de onda de excitacion/fluorescencia en el espectro de luz visible ampliado de 450 nm a 850 nm se ha
simulado para determinar el rendimiento y la tolerancia probables a las fuentes previsibles de imperfecciones de
fabricacion. La Figura 10 es un grafico de la luz de fluorescencia recogida por un microscopio confocal de un foton
que comprende el sistema Optico 10 (y variantes del mismo) como funciéon del desplazamiento de la fibra
(ortogonalmente al eje 6ptico) desde su posicidon central nominal que se disefia en la cara proximal del sustrato 30,
expresado como Numero de Fotones Maximo contra Desplazamiento de Fibra (um). El microscopio tiene las
caracteristicas dadas en la Tabla 1, cuando se forma la imagen de un objeto subresoluble que contiene 1000
fluoréforos de fluoresceina sédica ubicados en el foco del sistema y el sistema se acciona por una fuente de luz de
488 nmy 100 pyW, y tiene un tiempo de permanencia de pixeles de 300 ns.

Todos los calculos se realizaron con un método de simulacion de campo electromagnético de ondas esféricas. (El
sistema etiquetado como "080 057 Universal" se describe a continuacion).

Las Figuras 11y 12 son graficos correspondientes de resolucion lateral y resolucion axial, respectivamente.

Estas curvas de caida en el rendimiento, como la de la Figura 10, muestran que el método de alineacién activa de
acuerdo con la presente invencién puede usarse para colocar la fibra con la suficiente precisiéon para compensar tales
imperfecciones de fabricacién, mediante el estudio de los efectos de desalineacion tanto de la fibra como de la interfaz
esférica juntos.

La Figura 13 es un grafico de la caida en el rendimiento, que se mide por el nimero de fotones recogidos por el

sistema corregido cromaticamente en funciéon del descentramiento de la interfaz esférica en micras. Se vera que la
caida del rendimiento es leve para descentramientos de hasta 5 uym, equivalente a una especificacion ISO10110-6 de
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aproximadamente 4/40' (el radio de la interfaz es de aproximadamente 0,4 mm, por lo que 5 pm de descentramiento
equivale a unainclinacion de la superficie de 5 um/0,4 mm = 0,0125 rad = 40 minutos de arco). La Figura 14 reproduce
las curvas de numero de fotones de la Figura 10 (hacia la izquierda de esa Figura) junto con el nimero de fotones en
funcién de la posicion lateral de la fibra para sistemas "imperfectos" estropeados por un descentramiento de la interfaz
esférica de 10 ym. Se vera en la Figura 14 que, por ejemplo, se restaura un rendimiento casi perfecto al desplazar la
fibra aproximadamente 7,5 um + 2,0 ym cuando el sistema sufre un descentramiento de la interfaz esférica de 10 um
(equivalente a ISO10110-6 4/1°20").

Como indicacion de la eficacia de la correcciéon cromatica de acuerdo con esta modalidad, la correccién cromatica
lograda por una version "perfecta” del sistema "050 033 Universal" se muestra en la Figura 15 y se resume en la Figura
16. La Figura 16 muestra el desplazamiento del punto focal para una version ideal del sistema, asi como las versiones
que tienen una interfaz esférica con desplazamientos laterales de 5 ym y 10 ym después de que estos sistemas se
hayan compensados por el desplazamiento de posicién apropiado de la fibra.

Cuando el sistema se ve afectado por un posicionamiento imperfecto de la interfaz esférica (entre el sustrato y la lente
asférica), ya se ha demostrado que puede restaurarse un rendimiento éptico casi perfecto mediante un desplazamiento
de compensacion en la posicion de la fibra cuando se realiza la formacién de imagenes de un fotén con longitudes de
onda de excitacion y fluorescencia estrechamente espaciadas (por ejemplo, longitud de onda de activacion de 488 nm
y pico de fluorescencia de 532 nm). Sin embargo, un sistema asi compensado ya no es axisimétrico (es decir, ya no
tiene simetria de rotacion alrededor del eje 6ptico) debido a la fibra desplazada de forma opuesta y la interfaz esférica
con relacioén a la superficie asférica. Por lo tanto, tal sistema "compensado"” también sufre un desplazamiento cromatico
lateral y axial.

La Figura 17 muestra el desplazamiento lateral (hacia los lados) del foco de fluorescencia en relacion con el foco del
campo de excitacion en mm como funcién de la longitud de onda de fluorescencia para el sistema "050 033 Universal"
cuando se compensa con el desplazamiento de posicién de la fibra apropiado para los descentramientos de la interfaz
esférica de 5 pm y 10 ym, respectivamente (equivalente a ISO10110-6 4/40' y 4/1°20', respectivamente). El sistema
ideal, siendo axisimétrico, no tiene desplazamiento cromatico lateral. El mismo grafico también muestra la resolucion
confocal lateral tedrica:

2 ﬂdﬂ
Ax = = 244

TNA ’ﬂ.dz'l-.lfz

donde A4 es la longitud de onda de activacion o excitacion y As la longitud de onda de fluorescencia maxima. La
ecuacion 5 es el analogo del sistema confocal de la formula de resolucion lateral del disco de Airy para un sistema no
apodizado de campo claro (aqui w1,1 = 3,83 es el primer cero de la primera funcion de tipo Bessel de orden 1):

Ecuacién 5

kg q A A
=—— = 0,61 — i
Ax 72 NA NA Ecuacién 6

La resolucion media maxima de ancho completo es /log.2 =~ 0,833 veces el valor dado por la Ecuacion 5.

La Figura 18 es un grafico de la pérdida de aberracion para el sistema "050 033 Universal" en el rango de longitud de
onda de 450 nm a 850 nm para sistemas ideales (es decir, sin descentramiento, desplazamientos u otras
imperfecciones de fabricacion) y sistemas compensados, y es indicativo de la efectividad de correccion cromatica
después de la compensacion. La Figura 17 muestra que los desplazamientos cromaticos laterales para los sistemas
compensados con 5 ym y 10 ym de descentramiento de la interfaz esférica son mucho menores que la resolucion
confocal, de modo que la pérdida de aberracion (como se grafica en la Figura 18) debido a la imperfeccion es solo
0,22 dB mas que en el caso "perfecto” para el sistema de 5 ym de descentramiento y menos de 1 dB mas para los
sistemas de 10 ym. Asimismo, las graficas de resolucion lateral en funcion de la longitud de onda para los sistemas
descentrados son casi iguales al valor tedrico; esto se muestra en la Figura 19, que es un grafico de la resolucion
lateral del sistema "050 033 Universal" en el rango de longitud de onda de 450 nm a 850 nm para sistemas ideales y
compensados.

Por lo tanto, puede verse que tales sistemas, con dos cristales diferentes en el grupo de lentes, una interfaz esférica
entre ellos y una superficie distal asférica, pueden usarse para realizar la formacion de imagenes confocal de un foton
con cualquier nimero de pares de longitudes de onda de activacion y fluorescencia dentro de la banda extendida de
450 nm a 850 nm, pero aun asi traer todas las longitudes de onda fotografiadas esencialmente al mismo foco. Esto
permite una verdadera formacion de imagenes confocal de un fotén multicanal para cualquier nimero de pares dentro
de esa banda de longitud de onda.

Estos sistemas también pueden usarse para formacion de imagenes de dos fotones y de multiples fotones, con
diferentes niveles de eficacia. El éxito de tales sistemas de formacion de imagenes depende de la entrega de pulsos
muy estrechos, de hasta 100 fs o menos de ancho. Los sistemas de lentes, si no se corrigen, pueden comprometer el
ancho de pulso. Los sistemas de lentes introducen la propagacion del pulso en dos componentes: el primero es la
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inevitable dispersion del material, cuya dependencia de la frecuencia es suave y bien aproximada por una dependencia
cuartica de la frecuencia. Su dependencia es, por tanto, muy similar a la dispersién que introducen las fibras de
suministro y, por tanto, puede compensarse casi perfectamente, por ejemplo, mediante rejillas de compensacion o
fibra de compensacién de la dispersion. El segundo componente es el componente de "rutas multiples"; puede
considerarse que surge de la diferencia entre el tiempo de vuelo de los rayos no centrales y el rayo principal que se
propaga a lo largo del eje 6ptico a través del sistema de lentes. El mal enrutado multiple conduce a una rapida variacion
de fase con la frecuencia y no puede compensarse con rejillas o fibras de compensacion de dispersion. Para una lente
no corregida, una estimacion simple de la diferencia de tiempo de vuelo entre el rayo marginal y el rayo principal viene
dada por:

NAZF 2
2 e (Ap=Ac) Vg Ecuacién 7

|Az] ~

donde F es la distancia focal, A la longitud de onda de trabajo central, ¢ la velocidad de la luz del espacio libre, Ary Ac
las longitudes de onda de las lineas Fy C de Fraunhoffer y Vc el numero de Abbe calculado a partir de estas lineas.
Para los sistemas en este documento, con NA = 0,4, esta férmula no corregida arroja una estimacion de 122 fs. Sin
embargo, si la respuesta de fase corregida real de estos tres sistemas se calcula para una banda ancha de 200 THz
centrada en 384,3 THz (correspondiente a longitudes de onda entre 619 nm y 1054 nm y una longitud de onda central
de 780 nm), el resultado es como se muestra en Figura 20, donde las respuestas de fase para todo el sistema y la
fase del rayo central solo para cada sistema se muestran para los tres sistemas. Se considera que son casi iguales
en todos los casos; la fase de diferencia, es decir, el segundo retardo de fase de "rutas mudltiples" mencionado
anteriormente, se muestra en la Figura 21. La fina estructura de la Figura 21 se debe a la interferencia entre los
componentes de la luz que corren a lo largo de las diferentes rutas posibles a través del grupo de lentes y la
ecualizacion ligeramente imperfecta de todas estas rutas por la correccion cromatica.

Las correspondientes respuestas de salida en el dominio del tiempo cuando un pulso de luz de 10 fs de ancho con
dependencia del tiempo (aqui T =10 fs y Ac = 780 nm):

2 £ - 2L
f(t) — Senc (i) e i m Ecuacion 8
T

en la entrada al sistema se muestra en las Figuras 22 y 23; la Figura 22 muestra la respuesta de todo el sistema de
lentes antes de que la dispersion del material se haya compensado con los pulsos compensados superpuestos para
mostrar el tamanio relativo, mientras que la Figura 23 muestra el ensanchamiento del pulso debido Gnicamente a rutas
multiples. Esta claro que la correcciéon cromatica para cada sistema mantiene el retardo de rutas multiples a menos de
20 fs, mucho menos que el valor de 122 fs no corregido arriba. La compensacion de retraso del grupo actual con
rejillas chirriadas puede realizar un pulso de aproximadamente 50 fs de ancho; la Figura 23 deja en claro que estos
sistemas estan mas que suficientemente corregidos para no obstaculizar este grado de compensacion y solo
comenzaran a mostrarse como contribuyentes significativos al ensanchamiento del pulso cuando los pulsos de 20 fs
0 menos puedan realizarse mediante sistemas compensados.

La formacion de imagenes de dos fotones a menudo requiere potencias muy altas para una buena relacion sefial/ruido.
Los calculos para la fluoresceina muestran que se aceptan potencias de 10 mW a 5 W dependiendo de la aplicacién.
Sin embargo, la claridad muy alta (baja capacidad de absorcion) de los cristales 6pticos significa que la union directa
del grupo de lentes a la fibra de escaneo sin un espacio de aire intermedio no dafiara la lente por la carga térmica a
estas altas potencias. Schott indica una transmitancia de aproximadamente 0,995 a través de 25 mm de cristal N-
SF66, correspondiente a un coeficiente de absorcion de 0,2 m-1.

Con este coeficiente de absorcion, la Figura 24 muestra el aumento de temperatura en estado estacionario, con
relacion al exterior de la varilla, en una varilla Schott N-SF66 de 0,5 mm de diametro y 5 um de longitud cuando se
introduce un haz de 1 vatio de 0,1 NA en el lado izquierdo de la varilla. Estas condiciones corresponden a la entrada
de luz al sistema "050 033 Universal" discutido anteriormente. Aqui se supone que la varilla se enfria de forma muy
eficaz por conveccién debido a que se escanea rapidamente en el aire, de modo que el borde de la varilla se mantiene
cerca de la temperatura ambiente. Menos de 100 pyW se absorbe por la propia varilla y el aumento de temperatura es
inferior a un Kelvin. (El aumento maximo en la Figura 24 es 0,288 K.)

Los sistemas discutidos anteriormente tienen una simplicidad que facilita la construccion. Sin embargo, las
modalidades practicas de refraccion parecen estar limitadas a aperturas numéricas de aproximadamente 0,5 y las
logran solo con pérdidas de vifieteado significativas.

De acuerdo con un segundo grupo de modalidades de la presente invencion, se proporcionan sistemas 6pticos que
comprenden un primer grupo de lentes de dos o mas cristales diferentes y, ademas, un segundo grupo de lentes de
uno o mas elementos que se ubican delante del primer grupo de lentes; en algunas de estas modalidades existe un
espacio entre el primer y el segundo grupo de lentes (que puede ser, por ejemplo, un espacio de aire o un espacio
libre). Esta combinacion de grupos de lentes proporciona una dispersion que se cancela mutuamente y se adapta para
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un par de longitudes de onda de activacion/fluorescencia (que incluye los casos en los que las longitudes de onda de
fluorescencia y de activacion son iguales) en el espectro de luz ampliado de 450 nm a 850 nm de longitud de onda.
Esto permite mayores aperturas numeéricas, aunque a expensas de una mayor complejidad y una mayor dificultad de
fabricacion.

La mas practica de tales modalidades incluye un espacio de aire o espacio libre. Un sistema &ptico de acuerdo con tal
modalidad se muestra esquematicamente en 100 en la Figura 25. El sistema &ptico 100 incluye (desde el extremo
préximo al extremo distal) un primer grupo de lentes 102 que comprende un colimador doble 104a, 104b que colima
la luz que emerge de una fibra 6ptica de suministro (no se muestra). El colimador doble 104a, 104b va seguido de un
espacio 106 de espacio libre, y luego un segundo grupo 108 de lentes. El segundo grupo de lentes 108 comprende
un elemento de contraccion o colimacion del haz 110a de un cristal de baja dispersion y bajo indice (tal como Schott
N-FK51A) y una lente asférica 110b de un cristal de dispersion superior de indice mas alto (tal como Schott N-LAK34).
El elemento de contraccion o colimacion del haz 110a contrae ligeramente el haz colimado, funcionando como un
telescopio galileano de bajo aumento. La lente asférica 110b convierte el rayo resultante en el foco de salida. El
elemento de contraccion o colimacion del haz 110a afiade potencia positiva o negativa al haz dependiendo de la
longitud de onda para cancelar los efectos de dispersion del colimador doble 104a, 104b y la lente asférica110b. El
segundo elemento de colimador doble 104b y el segundo grupo de lentes 108 se ubican en un manguito de carcasa
cilindrico 112. Un cubreobjetos se muestra en 114.

Se simulé el rendimiento optico del sistema 6ptico 100 de la Figura 25, como se muestra en el grafico 120 de trazado
de rayos de la Figura 26 (en el que se indican las porciones 120 y 122 del haz colimado en el espacio libre 106 y la
lente asférica 110b, respectivamente). Las propiedades que se usan para el sistema 6ptico 100 en esa simulacion, en
particular la superficie, el espesor del centro y los datos del material, se presentan en la Tabla 3, su rendimiento 6ptico
se presenta en la Tabla 4 y su rendimiento mecanico en la Tabla 5.
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La colimacion entre los grupos de lentes primero y segundo 102, 108 no es del todo perfecta, de modo que el ajuste
de las posiciones relativas de los dos grupos de lentes 102, 108 introduce una aberracion esférica en el haz. Por tanto,
la aberracién esférica que surge de la ubicacion axial imperfecta de las superficies refractantes puede corregirse
mediante un ajuste de compensacion de la separacion entre los dos grupos de lentes 102, 108. La aberracion
cromatica que surge de las imperfecciones puede compensarse mediante un ajuste de la posicion lateral de la fibra
optica de entrada. Sin embargo, debido a las muchas superficies del sistema 6ptico 100, también puede existir
aberracion astigmatica en este sistema 6ptico; si es necesario, puede usarse un método de compensacion activa para
ajustar la posicion lateral del segundo grupo de lentes 108 con relacién al primer grupo de lentes 102. Tales métodos
emplean:

i) Un hueco de gran tamafio en el manguito de la carcasa 112 o de un diametro exterior de tamafio inferior al
segundo grupo de lentes 108; y

ii) Puertos de acceso a través del manguito de la carcasa 112 para admitir varillas de empuje para ajustar la
posicion relativa y también para embadurnar con pegamento el segundo grupo de lentes 108 para cementar su
posicion 6ptima después de la alineacioén activa.

Tabla 4: Rendimiento Optico del sistema dptico 100 de las Figuras 25 y 26

Nombre del Parametro del Sistema Simbolo \Valor
Longitud de Onda de Excitacién del Sistema  |Ap (nm) >450
Longitud de Onda Fluorescente del Sistema  |Ar (hm) <850

Apertura Numérica de Salida del Sistema

(Petermann I1) (1salida 0,57 (0,80)

Resolucion Lateral del Sistema Petermann Il |AXrwrm (Um) 0,48
Resolucion Axial del Sistema (FWHM) AZrwrm (UM) 4,9
Relacién Strehl en Ap Sp 0,91 (0,82)
Relacion Strehl en Ar Sk 0,92 (0,88)
Pérdida Total (una pasada)’ Lv (dB) 1,4
Numero de Fotones (microscopia confocal de

2 N 7170
fluorescencia)

1 A una longitud de onda de 488 nm; la pérdida total de ida y vuelta en la microscopia de un fotén de
fluorescencia, por ejemplo con FITC, es aproximadamente el doble de este valor

2 El numero total de fotones devueltos recogidos por imagenes de microscopia de fluorescencia de un
fotén de fluoréforo subresoluble que contiene 105 iones de fluoresceina con 100 yW de luz de activacion
de 488 nm en la fibra 6ptica SM450 de 0,095 NA y tiempo de permanencia (es decir, de recoleccion de
fotones) de 300 ns

Tabla 5: Parametros de Rendimiento Mecanico para el Sistema Optico 100 con Escaneo de Amplitud de 1 mm

Nombre del Parametro de RendimientoSimbolo en las|Universal 0,80/0,57D
- . ato

Mecanico Figuras 2y 3 NA

\Ventana ell'psc'ndal dentro de los radios den, r2 (mm) 271,105 N/A

curvatura principales

Cojinete a intervalo de fibra magnética fc (mm) 4,0 N/A

Frecuencia de resonancia de escaneo rapido |fres (kHz) 0,7939 0,8734

Amplitud de la fuerza de activacion para una|-

direccion de escaneo réapido Frépido (Im) 452 161

Amplitud de desplazamiento lateral del iman|o

para una direccion de escaneo rapido Orapico (M) 170 i

Amplitud de la fuerza de activaciéon para una

direccién de escaneo lento Fiento (MN) 6,10 5,85

Amplitud de desplazamiento lateral del iman

para una direccién de escaneo lento Olenta (M) 465 200

Los sistemas 6pticos de acuerdo con un tercer grupo de modalidades de la presente invencién emplean una fibra
optica que tiene un nucleo secundario altamente multimodal que puede aceptar y guiar la fluorescencia de retorno.
Esto simplifica el disefio de la ruta de retorno de fluorescencia y, por lo tanto, produce un ajuste de sistema simplificado
para la formacién de imagenes de muchos fotones, con una correccién de aberracion modesta.

La Figura 27 es una vista esquematica de un sistema 6ptico 130 de muchos fotones de espectro amplio que
comprende una fibra dptica 132 y un grupo de lentes 134, de acuerdo con este tercer grupo de modalidades. La fibra
optica 132 comprende un nucleo central de activacion de un solo modo 136 que alimenta el sistema en la longitud de
onda de activacion de muchos fotones, rodeado por un nucleo multimodo de recolecciéon de fluorescencia138 que
recolecta la luz de retorno fluorescente de muchos fotones y el mismo se rodea por un revestimiento de fibra 140. El
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grupo de lentes 134 comprende un sustrato 142, una lente asférica 144 y una interfaz plana 146 entre ellos. El grupo
de lentes 134 establece un foco intenso en la muestra (como tejido biolégico). La luz fluorescente de muchos fotones
se visualiza de retorno en el nucleo de recoleccion de fluorescencia de multimodo 138, cuya alta fluorescencia
multimodal significa que acepta y guia la fluorescencia aunque su frente de onda pueda estar considerablemente
aberrado. Por lo tanto, se evita la necesidad de corregir cromaticamente el grupo de lentes, y un microscopio de
escaneo o endoscopio que incluye el sistema 6ptico 130 puede funcionar como un sistema de muchos fotones de
espectro amplio.

Los sistemas oOpticos de acuerdo con un cuarto grupo de modalidades de la presente invencién emplean uno o mas
nucleos de guia de luz auxiliares que se ubican en la fibra dptica de escaneo (los cuales pueden denominarse nucleos
de 'navegador'), de modo que la apertura numérica de formacién de imagenes puede alternarse entre el valor principal
de alta resolucion (mediante el uso del nicleo central de formacion de imagenes) y un valor bajo (digamos, 0,1 NA)
mediante el uso de uno o mas nucleos de navegador. Si hay una pluralidad de tales nucleos de navegador, es posible
proporcionar una o mas etapas intermedias de mayor resolucién exitosamente. Este acercamiento permite al usuario
colocar una imagen facilmente, con una resolucién axial gruesa y una alta tolerancia a los errores de ubicacion y la
inestabilidad de la mano, y luego cambiar a un modo de alta resolucién (con una tolerancia mas baja) una vez que se
ha identificado o ubicado el tejido objetivo.

Las Figuras 28 y 29 son vistas esquematicas de sistemas 6pticos de multiples nicleos 150, 160 de acuerdo con este
cuarto grupo de modalidades. Cada una incluye un grupo de lentes comparable al grupo de lentes 134 de la Figura
27, y se han usado numeros de referencia similares para identificar caracteristicas similares.

Con referencia a la Figura 28, el sistema 6ptico de multiples ndcleos 150 incluye una fibra 6ptica 152 y un grupo de
lentes 134. La fibra dptica 152 incluye un nucleo central de modo simple 154, que proporciona el canal principal de
formacion de imagenes. La formacion de imagenes que se realiza con el nucleo central 154 puede producir una
resolucion axial muy nitida, con el resultado de que puede ser dificil ubicar las caracteristicas de interés en la muestra.
Por lo tanto, la fibra dptica 152 también incluye uno o mas nucleos desplazados 156 de modo 'navegador' o de modo
simple de NA muy baja, que proporcionan un canal de navegacion con resolucion axial gruesa. Los nucleos 154, 156
se rodean por un revestimiento de fibra 158. Por lo tanto, la formacion de imagenes a través del nucleo de navegador
156 puede facilitar la busqueda de caracteristicas de interés; una vez que el usuario encuentra estas caracteristicas
en la muestra, el sistema puede cambiar a la formacion de imagenes a través del ndcleo principal de formacién de
imagenes 154. Este cambio puede hacerse proporcionando el microscopio o endoscopio en el que el sistema ptico
150 se proporciona con fotodetectores separados para las salidas de los dos nucleos 154, 156, y cambiando entre
estos fotodetectores como entradas, por ejemplo, de una pantalla en la que las imagenes resultantes de la muestra
se muestran al usuario. Aunque el nicleo 156 del navegador se desplaza lateralmente desde el eje 6ptico 160, su
baja apertura numérica significa que esta imperfeccion nocional no disminuye seriamente el rendimiento confocal del
sistema. El ndcleo de navegador 156 se desplaza lateralmente:

i) Lo suficientemente lejos del eje 6ptico 160 para que no cambie significativamente las propiedades de guiado
del nucleo central 154, a través del acoplamiento de campo evanescente entre los dos nucleos 154, 156; pero

ii) lo suficientemente cerca del eje 6ptico 160 para que la aberraciéon cromatica debida al desplazamiento lateral
no afecte demasiado el rendimiento confocal del nicleo de navegador 156.

Con referencia a la Figura 29, el sistema 6ptico de multiples ndcleos 170 incluye una fibra 6ptica 172 y un grupo de
lentes 134, e ilustra unas técnicas de acuerdo con esta modalidad mediante las cuales la profundidad de la formacion
de imagenes en la muestra puede cambiarse entre diferentes valores mediante el cambio del nicleo de la fibra de
formacién de imagenes y por lo tanto para efectuar un ajuste grueso de la profundidad de la formacién de imagenes.
La fibra 6ptica 172 incluye un nucleo central principal de modo simple 174 y uno o mas nucleos 176 desplazados
lateralmente. Los nucleos 174, 176 se rodean por un revestimiento de fibra 178.

En esta modalidad, cada uno de uno o mas nucleos 176 desplazados lateralmente tiene una punta de salida que
también se desplaza en la direccién z (es decir, la direccion paralela al eje 6ptico 160). Nuevamente, el desplazamiento
lateral de los nucleos separados es lo suficientemente pequefio como para que la aberracion cromatica que surge del
desplazamiento lateral no afecte excesivamente el rendimiento confocal de cada nucleo desplazado 176 pero lo
suficientemente separados para impedir un acoplamiento evanescente. La profundidad de formacién de imagenes del
sistema en la muestra se cambia entre diferentes valores mediante el cambio de la formacién de imagenes entre los
nucleos 176 desplazados axialmente de forma diferente.

El grupo de lentes 134 se disefia para que los diferentes desplazamientos axiales puedan adaptarse sin una pérdida
grave del rendimiento confocal. Por ejemplo, los disefios de NA inferior de la Tabla 1 (040 026 No corregido o 047 030
No corregido) tienen un rendimiento que es altamente insensible a la posicion axial de la punta de la fibra, por lo que
la profundidad de la formacién de imagenes puede controlarse mediante el ajuste de la separacién entre la punta del
nucleo y el sustrato. Puede proporcionarse un control mas profundo mediante el uso de sistemas de menor NA y
menor aumento, ya que el desplazamiento axial en el foco es inversamente proporcional al cuadrado del aumento
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lineal del sistema. Para sistemas de bajo aumento, se emplean nucleos de fibra de modo simple que generan
correspondientemente campos de Petermann Il de NA mas altos para mantener un rendimiento 6ptico constante.

Un quinto grupo de modalidades de la presente invencién emplea elementos de lentes difractivas en lugar de usar las
lentes refractivas asféricas descritas anteriormente. En una de tales modalidades, un sustrato de cristal cilindrico de
dimensiones comparables a las de las lentes refractivas descritas anteriormente (por ejemplo, aproximadamente 0,5
mm de diametro x de 2 mm a 3 mm de longitud) se monta en el extremo de la fibra de escaneo. Se monta una rejilla
de difraccion en el otro extremo del sustrato cilindrico de la fibra y se escanea todo el ensamble de la misma manera
que la lente refractiva descrita anteriormente. La Figura 30A es una vista esquematica de un sistema 6ptico 180 tal,
que comprende una fibra optica de escaneo 182, un sustrato de cristal cilindrico de escaneado 184 y una lente
holografica (rejilla de difraccion) 186 que se ubica en el extremo distal 188 del sustrato cilindrico 184.

El campo de salida de la fibra se difracta a través del sustrato cilindrico 184 desde la punta de la fibra éptica 182 hasta
la superficie proximal de la lente de rejilla de difraccion 186 (tanto como lo hace al difractarse desde la punta de la
fibra hasta la superficie asférica de las modalidades de las Figuras de la 2A a la 3), donde se enfoca en la muestra
mediante una lente de rejilla de difraccion 186 (en lugar de una superficie refractiva asférica).

La Figura 31 incluye una vista lateral esquematica del sistema 6ptico 180 (que se muestra en elevacion, con las
dimensiones, el plano de rejilla de difraccion 190 y el plano focal 192 que se indican) y una vista de la lente de rejilla
de difraccion 186, que es una lente de rejilla de difraccion del tipo que podria usarse mas facilmente lo mismo para la
formacién de imagenes en modo de reflexion (en donde las longitudes de onda de activacion y fluorescencia son las
mismas) que en los sistemas de espectro amplio y de fluorescencia de muchos fotones, donde se espera que una
rejilla no compensada sea de bajo costo y altamente factible.

Sin embargo, uno de los principales problemas al usar una lente de rejilla es su alta sensibilidad a la longitud de onda;
el punto focal en la longitud de onda de excitaciéon estara normalmente muchas decenas de micrones mas lejos de la
rejilla que el punto focal en la longitud de onda fluorescente. Para aplicaciones de fluorescencia de un foton o de
muchos fotones de espectro estrecho, la dependencia de la longitud de onda de la rejilla es un problema importante.
Por ejemplo, en una aplicacion confocal de un fotdn con una longitud de onda de activacién Ap = 488 nm y una longitud
de onda maxima de fluorescencia de Ar = 532 nm, y donde una lente holografica enfoca la luz de activaciéon a una
distancia axial de 1 mm del plano de la lente de rejilla, puede esperarse que la longitud de onda de fluorescencia se
enfoque a una distancia de 488/532 mm desde el plano de la lente, es decir, a una distancia de 83 y m del foco de
longitud de onda de excitacion. Esta cantidad de desplazamiento cromatico truncara todos los esquemas de formacion
de imagenes confocales.

Sin embargo, si la mitad de la lente holografica se entrega a una rejilla que enfoca la luz de activacion y la otra mitad
a una que enfoca la luz de fluorescencia, entonces los dos focos del sistema pueden volver al mismo punto. La Figura
30B es una vista esquematica de un sistema 6ptico 200 que incluye una lente de rejilla de difraccion 'compensada’
200 tal, pero que por lo demas es comparable al sistema 6ptico 180 de la Figura 30A. La Figura 32 es una vista de la
lente de rejilla de difraccion compensada 200, en la que la rejilla de difraccion se divide en ocho sectores de 45°, con
cada segundo sector (cada uno se etiqueta como "rejilla Io") que comprende una rejilla que enfoca luz de 488 nm en
un punto a una distancia axial de 1 mm del plano de la lente de rejilla, mientras que todos los demas sectores (cada
uno se etiqueta como "rejilla ") se entregan a rejillas que hacen lo mismo para luz de 532 nm. Existen discontinuidades
abruptas de la rejilla en los bordes del sector.

La Figura 33 incluye vistas de la funcion de dispersion de punto del plano focal para una rejilla sectorizada (tal como
la rejilla 202) para una longitud de onda de activacion de 488 nm (registro izquierdo) y una longitud de onda de
fluorescencia de 532 nm (registro derecho). Ambas imagenes tienen una longitud lateral de 12,4 x 12,4 ym. La clave
de color esta en unidades arbitrarias. La Figura 34 incluye vistas de la respuesta confocal del plano focal para una
rejilla sectorizada con longitudes de onda maximas de fluorescencia de 532 nm y de activacion de 488 nm. El registro
izquierdo muestra la respuesta confocal para el fluoréforo subresoluble, mientras que el registro derecho muestra la
raiz cuadrada de la respuesta confocal. Ambas imagenes tienen una longitud lateral de 12,4 x 12,4 micrones, y la
clave de color esta nuevamente en unidades arbitrarias. El ancho completo a la mitad de la resolucién lateral maxima
es 1,2 um.

Cuando los angulos de sector son de 45°, como en el ejemplo de la Figura 32, la relacién Strehl para las longitudes
de onda tanto de activacion como de fluorescencia es aproximadamente 0,25, ya que la mitad del area de la rejilla se
entrega a cada longitud de onda y, por tanto, la amplitud maxima del campo de enfoque es aproximadamente la mitad
de lo que seria si toda la rejilla estuviera perfectamente sintonizada en una sola longitud de onda. Por lo tanto, el
sistema optico 200 sufre aproximadamente una pérdida de sensibilidad de 12 dB con relacion a los sistemas refractivos
descritos anteriormente. Sin embargo, la solucion difractiva puede ser una alternativa util y de bajo costo en algunas
aplicaciones. Ademas, puede cambiarse la fraccion de la superficie de la rejilla dedicada a cada longitud de onda, de
modo que la rejilla de fluorescencia sea de un area mayor que la rejilla de luz de activacion, y la pérdida de intensidad
focal de la longitud de onda de activaciéon puede compensarse con una potencia de luz de activacién mas alta, o
viceversa.
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Alineacion Activa

De acuerdo con las modalidades de la presente invencién descritas anteriormente, también se proporciona un método
de alineacion activa, mediante el cual pueden alinearse una fibra éptica y un grupo de lentes (tal como la fibra optica
12y el grupo de lentes 14 de las Figuras 2A y 2B). En términos generales, la fibra optica se coloca en una plantilla de
alineacion que permite ajustar la posicion relativa y la orientacion de la fibra éptica y el grupo de lentes mientras la luz
de excitacién se introduce en la fibra dptica y la luz de salida del grupo de lentes se dirige hacia un detector de luz
adecuado (tal como un sensor de frente de onda, un aparato de astronomo para prueba de estrellas o un
interferometro). La posicion y orientacion relativas se ajustan luego hasta que se obtienen la posicién y orientacion
relativas optimas de menor aberracion, en cuyo punto la fibra dptica se une al grupo de lentes.

La Figura 35 es una vista de un aparato de alineacion activo 210 de acuerdo con una modalidad de la presente
invencion, que se adapta para alinear sistemas 6pticos de las modalidades descritas anteriormente. El aparato de
alineacion 210 incluye un transportador general X, Y 212, un rotador general 214, un transportador general Z 216, un
transportador relativo X, Y 218 y un transportador relativo Z 220. El aparato de alineacién 210 también incluye una
abrazadera de fibra 222 que se monta en el transportador relativo Z 220, una abrazadera de lente 224 que se monta
en un brazo 226 que se extiende por el rotador general 214 (e incluye un resorte para sostener un cubreobjetos en su
lugar), un poste vertical 228, un carril horizontal 230 (para soportar y permitir la traslacién en la direccion z de varios
componentes, y €l mismo se soporta por el poste 228), un objetivo de alineacion aproximada extraible 232 en el carril
230, y un detector de luz 234 que se ubica en el extremo distal del carril 230. El aparato de alineacion 210 incluye
opcionalmente un Filtro ND 236 (en caso de que se necesite atenuacion), que se ubica dpticamente en frente del
detector de luz 234.

El detector de luz 234 puede ser de cualquier forma adecuada, tal como un sensor de frente de onda, un interferémetro
autorreferencial (tal como un interferometro de difraccion de puntos) o una camara CCD (con una resolucién lo
suficientemente alta para ver una funcién de dispersion de puntos casi colimada que se esparce en al menos un 50 x
50 pixeles en la rejilla y la capacidad de medir linealmente intensidades relativas, es decir, sin ganancia automatica,
de modo que un brillo dado en la imagen corresponda de forma reproducible a la misma intensidad de luz). En esta
modalidad, el detector de luz 234 tiene |la forma de un Sensor Hartmann.

El rotador general 214 permite a un usuario rotar una fibra éptica que se sujeta en la abrazadera de fibra 222 y el
grupo de lentes sujeto en la abrazadera de lentes 224 alrededor de un eje horizontal, mientras mantiene fijas las
posiciones relativas de la fibra y del grupo de lentes. El transportador general X, Y 212 y el transportador general Z
216 permiten al usuario trasladar el grupo de lentes y fibras sujetadas rotativamente en cualquier direccién mientras
se mantienen fijas las posiciones relativas del grupo de lentes y de las fibras. El transportador relativo X, Y 218 y el
transportador relativo Z 220 permiten al usuario ajustar las posiciones relativas de la fibra de entrada y del grupo de
lentes.

El aparato de alineacion 210 incluye ademas un objetivo de colimacion 238 de alta apertura numérica que se monta
en el extremo proximal 240 del carril 230, y un telescopio Galileano variable 242 para hacer coincidir el ancho del haz
de salida colimado del objetivo de colimacion 238 con el area de medicion del detector de luz 234.

El telescopio galileano 242 comprende una pluralidad de lentes individuales, que se ubican en los porta lentes
deslizantes 244a, 244b, 244c que se montan en el carril 230. La calibracion del aparato de alineacién 210 se realiza
eligiendo las potencias de las lentes de estas lentes que haran coincidir el ancho del haz de salida colimado desde el
objetivo de colimacién 222 con el area de medicion del detector de luz 234, luego cargando las lentes asi identificadas
en el telescopio Galileano 242, y configurando la separacion axial tedrica entre estas lentes mediante la colocacion de
la porta lentes 24. La mas distal de estas lentes es una lente biconvexa (en el soporte de la lente 244c), cuya potencia
y posicion axial en el carril 230 se seleccionan para proporcionar el zoom deseado del telescopio Galileano 242.

El flujo de trabajo de alineacion activa es el siguiente:

i) La fibra optica y el grupo de lentes se cargan en la abrazadera de fibra 222 y la abrazadera de lentes 224,
respectivamente;

ii) La punta de la fibra optica se lleva dentro de 10 uym de la superficie proximal del grupo de lentes mediante el
uso del traductor Z relativo 220;

iii) Se establece una posicion lateral (X, Y) aproximadamente correcta de la fibra éptica con la ayuda de un
microscopio de vision en planta (no se muestra) mediante el ajuste de la posicion X con el transportador relativo
X, Y 218 para una posicion X centrada a vista de la lente, luego girando el ensamble del grupo de lentes de fibra
a 90°, luego ajustando la posicién Y con el traductor relativo X, Y 218 para una posicion Y centrada a vista, luego
girando hacia atras;

iv) Las etapas ii y iii se repiten si es necesario hasta que el usuario considere que la fibra esta centrada a simple
vista y dentro de 10 ym de la superficie proximal del grupo de lentes;

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 829 627 T3

v) La fibra dptica se alimenta con aproximadamente 1 mW de luz de longitud de onda de activacion;

vi) Las posiciones X, Y y Z se ajustan con el transportador general X, Y y Z 212 para iluminar el detector de luz
234 a sus anchos de haz operativos nominales (si se usa un sensor de frente de onda o interferometro) o para la
maxima intensidad en la funcion de dispersiéon de puntos (si se usa una camara CCD);

vii) Las posiciones X e Y se ajustan ligeramente con el traductor relativo X, Y 218 para corregir la aberracion
medida, luego se repite la etapa vi;

viii)Las etapas vi y vii se repiten hasta que se logra la minima aberracién general de todo el sistema (que
corresponde al brillo maximo del punto si el detector de luz 234 tiene la forma de una camara CCD);

ix) El ensamble de fibra de la lente se pega luego con la ayuda del microscopio de observacion en planta.
Evaluacién de la Calidad de la Superficie de la Lente

De acuerdo con las modalidades de la presente invencion descritas anteriormente, también se proporciona un método
de evaluacion de la calidad de la superficie de la lente. En términos generales, de acuerdo con este método, se coloca
un orificio de diametro conocido en el foco de un sistema 6ptico (de acuerdo con cualquiera de las modalidades
descritas anteriormente), se mide la potencia que se transmite a través del orificio, se elimina el orificio de modo que
la potencia total de salida también puede medirse y luego la relacion entre la potencia a través del orificio y la potencia
total puede relacionarse con la rugosidad media cuadratica de la superficie de la lente.

La superficie rugosa de una lente divide la luz transmitida en una parte no aberrada, pero atenuada, y una parte que
se esparce aleatoriamente. El coeficiente de atenuacioén de potencia para la parte no aberrada es:

2
[2 = fnosbereda.. _ exp|— (2 i G) Ecuacion 9
Pentrada A

donde o es el error de frente de onda RMS en ondas que se inducen por la rugosidad de la superficie y A es la longitud
de onda de la luz. Una fraccion 1 - ' de la luz de entrada se convierte en la parte que se dispersa de forma aleatoria,
que no converge en un foco estrecho. Por lo tanto, una prueba de garantia de la calidad de la rugosidad de la superficie
que se basa en la medicion de la fraccion de luz que contribuye al foco estrecho es la siguiente.

La Figura 36 es una vista de un aparato de evaluacion de la calidad de la superficie de la lente 250 de acuerdo con
una modalidad de la presente invencion (que se muestra, bajo prueba, con una lente o grupo de lentes 252), que se
adapta para alinear sistemas 6pticos de las modalidades descritas anteriormente. El aparato de evaluacién 250 incluye
una fuente laser 254, un acoplador direccional 256 de aproximadamente 50-50, un orificio removible 258, un primer
cabezal de medicidn de potencia 260 y un segundo cabezal de medicidon de potencia 262.

La luz de la fuente laser 254 se divide mediante el acoplador 256 en una fibra de referencia 264 (que transmite la luz
al primer cabezal de medicidn de potencia 260) y una fibra de activacion 266 que transmite la luz a la lente 252. Parte
de la luz que transmite la lente 252 pasa a través del orificio 258 y al segundo cabezal de medicion de potencia 262.

Como se menciond anteriormente, una superficie rugosa de la lente divide la luz transmitida en una parte enfocada
(que no esta aberrada, pero atenuada) 264 y una parte 266 dispersada al azar.

La relacion de division precisa del acoplador 256 no es importante, y todo lo que se necesita son niveles de luz
apreciables en las salidas de la fibra de referencia 264 y la fibra de activacion 266. Alternativamente, puede usarse un
divisor de haz para dividir la luz en un haz de referencia y un haz de activacién. Todas las mediciones se toman como
la relacién entre la potencia P1 en el primer cabezal de medicion 260 y la potencia P2 en el segundo cabezal de
medicion de potencia 262; P1 y P2 se miden simultaneamente. Es deseable que esto se haga con una sefial de disparo
a ambos cabezales de mediciéon de potencia 260, 262 si son del tipo que puede activarse. En principio, con una fuente
de laser 254 altamente estable, con una salida de potencia sustancialmente constante, se podria omitir el acoplador
256 y el primer cabezal 260 de medicion de potencia, y simplemente medir la potencia absoluta en el segundo cabezal
262 de medicion de potencia. Sin embargo, el uso de la relacion P2/P1 obtenida de la medicion simultanea activada
permite el uso de una fuente laser de salida oscilante de menor calidad. El orificio 258 es extraible y también se monta
en una plataforma de traslacion XYZ (no se muestra). La etapa de traslacion se ajusta a la apertura del orificio 258 en
el foco de la lente 252, es decir, en la posicion que da la potencia maxima al segundo cabezal 262 de medicion de
potencia. Esta potencia maxima, como una relaciéon de medicién de la relacion de P2 a P1, se registra y luego se retira
el orificio 258. Se vuelve a medir la potencia en el segundo cabezal de medicion de potencia 262, registrada como la
relacion de P2 a P1. La relacion entre la medicion con el orificio 258 instalado y la sin orificio 258 es el resultado
experimental final que se usa como medida de la calidad de la lente.
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Para un orificio de diametro dado y una apertura numérica de la lente, la rugosidad de la superficie RMS puede
calcularse a partir de la métrica QA final. La Figura 37 es un grafico, para rugosidades superficiales de 0 a 200 nm
RMS en etapas de 10 nm, de la fraccion calculada de la potencia total que fluye a través del plano focal que se rodea
por un agujero circular en el plano focal centrado en el foco mismo como una funcion del radio circundante en nm. En
caso de que la correspondencia entre la rugosidad superficial RMS y la curva no esté clara en la Figura, debe tenerse
en cuenta que las curvas corresponden en secuencia vertical a la secuencia de valores de rugosidad superficial
indicados a la derecha del grafico.

Las curvas se calcularon mediante la integracion numérica de las ecuaciones de Maxwell completas que describen la
propagacion de la luz a través de una lente de 0,3 NA con rugosidad superficial. Cada curva de energia rodeada es la
curva promedio de las obtenidas para cinco simulaciones de Monte Carlo. También se muestran barras de error de
confianza de dos caras del 98 % para las curvas de rugosidad superficial RMS de 50 nm, 60 nm y 70 nm. Para un
radio circundante dado en la Figura 37, una grafica del valor de cada curva en la Figura 37 en ese radio como una
funcion de la rugosidad superficial RMS produce una curva de calibracion para el aparato de evaluacion 250 de la
Figura 36 cuando un pequefio orificio 258 con este radio dado se usa y cuando la salida del objetivo es un campo de
0,3 NA.

La Figura 38 es un grafico de este tipo, es decir, de la fraccion de la salida de potencia total de la lente que puede
pasar a través del orificio, cuando la posicién del orificio se ajusta para el rendimiento maximo de potencia, en funcion
de la rugosidad superficial RMS en nm, para orificios de 5 ym, 10 pymy 15 pm y para una lente de 0,3 NA y una lente
de 0,266 NA.

Puede observarse que las fracciones representadas en la Figura 38 no son muy sensibles ni al diametro exacto del
orificio ni a la apertura numérica del campo, especialmente a un diametro de orificio de 5 ym. Por tanto, a partir de
estos resultados pareceria que el aparato de evaluacion 250 de la Figura 36 deberia producir una medicién creible de
la rugosidad de la superficie. Una curva de Gauss de mejor ajuste de minimos cuadrados para los resultados del
orificio de 5 ym también se muestran en la Figura 38. Por lo tanto, puede verse que una buena estimacion de trabajo
de la rugosidad de la superficie RMS de la lente viene dada por:

o =1280 '/ —log.(1070 f) Ecuacion 10

donde f es la fraccion medida en la prueba y o esta en nandmetros, cuando se usa un orificio de 5 nm de diametro.
La relacion de la Ecuacion 10 es la inversa de la curva de mejor ajuste de minimos cuadrados de Gauss:

2
0,608 .z
erx—xa) ) Ecuacion 11

f = 0,935 exp (—( :

se muestra en la Figura 38. La dispersion de la luz sobre el plano focal, como se muestra en la Figura 37, depende de
alguna manera de las propiedades estadisticas de la rugosidad de la superficie (particularmente la longitud de
correlacion), pero la Ecuacion 11 es casi la misma que la fraccion de potencia de la Ecuacion 9. De hecho, puede
obtenerse una estimacion justa de la rugosidad de la superficie simplemente mediante el uso de la férmula inversa de
la fraccion de potencia en la Ecuacion 9. Esto significa que, para un orificio de 5 ym de diametro y una lente de 0,3
NA, la potencia a través del orificio es la fraccion de potencia que enfoca la lente rugosa. El orificio de 5 um de diametro
es un buen discriminador entre la luz enfocada 264 y la luz dispersada 266 y, por tanto, es probable que la Ecuacion
10 dependa solo muy débilmente de la distribucion de la luz dispersada en el plano focal; todo lo que importa es que
la luz 266 dispersada debe caer fuera de la abertura del orificio 258. Por lo tanto, la Ecuacién 10 es una forma sélida
de inferir las rugosidades de la superficie de la lente a partir de las pruebas realizadas con el aparato de evaluacion
250 de la Figura 36.

Apéndice 1: Especificacion combinada de la Relacién Strehl/Aberracion Cromatica para sistemas de Formacion de
Imagenes in vivo

Una forma de combinar las especificaciones de Strehl y el desplazamiento cromatico es a través del experimento
mental representado esquematicamente en las Figuras 39A y 39B, que compara las definiciones de aberracion
aceptables (Figura 39A) e inaceptables (Figura 39B). Una definicion aceptable de aberracion es aquella en la que las
especificaciones de aberracion se cumplen en el mismo punto focal nominal para las longitudes de onda de excitacion
y fluorescencia. EN las Figuras 39A y 39B, para A = 488 nm, el frente de onda y el error RMS < 0,05 se muestran en
270, y para A = 532 nm, el frente de onda y el error RMS < 0,05 se muestran en 272. En la Figura 39A, se elige el
mismo punto focal nominal para medir la aberracion en A = 488 nm y A = 532 nm (se indica en 274). En la Figura 39B,
se eligen diferentes puntos focales nominales para medir la aberraciéon en A =488 nm y A = 532 nm (se indican en 276
y 278 respectivamente); el desplazamiento entre los puntos focales 276, 278 es una medida del desplazamiento
cromatico 280.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 829 627 T3

La especificacion combinada puede usarse para visualizar claramente el efecto perjudicial de la aberraciéon cromatica
en sistemas in vivo. El ejemplo de las Figuras 39A y 39B es para formacién de imagenes confocales de fluorescencia
de un fotdn con una longitud de onda de excitacién de 488 nm y un pico de fluorescencia de 532 nm, pero los principios
se aplican a cualquier par de longitudes de onda de excitacion y fluorescencia.

Con referencia a la Figura 39A, en este experimento mental, con el sistema de lentes en un interferometro iluminado
para obtener la NA de salida deseada y el punto de formacién de imagen deseado, se encuentra el mejor foco para
una de las longitudes de onda. Se mide la relacion Strehl. Luego, sin ajustar el interferdmetro de ninguna manera, la
longitud de onda de la fuente se cambia a la otra longitud de onda y se vuelve a medir la relacién Strehl. El producto
de estas dos relaciones Strehl define la sensibilidad del instrumento.

En este experimento mental, el probador puede volver a enfocar el interferémetro a un foco nominal diferente y repetir
la medicién anterior para ver si puede obtenerse un mejor resultado. Cuando el foco se encuentra de manera que
ningun reenfoque dara una mayor reduccion en el producto de relacion Strehl, este resultado minimo es la
especificacion combinada y, ademas, el foco nominal final define un punto en la superficie focal.

Cabe sefialar que, debido a que no se realiza ningun ajuste del interferémetro entre la medicién de las dos relaciones
Strehl, las especificaciones de desplazamiento cromatico admisibles, tanto axiales como laterales (registro de color),
estan implicitas en esta especificacion. Por el contrario, el método de "medicion inaceptable” ilustrado en la Figura
39B permite un ajuste entre las dos mediciones de la relacion Strehl. Esta técnica daria una medida explicita del
desplazamiento cromatico. El desplazamiento cromatico es igual al desplazamiento entre los dos focos en general
diferentes que optimizan por separado las relaciones Strehl en las longitudes de onda de excitacion y de fluorescencia
maxima.

Por lo tanto, si S(r, A) es la relacion Strehl en el espacio objetivo en la posicion con el vector de posicién r cuando el
sistema se acciona en la longitud de onda A, la relacion Strehl 6ptima a esa longitud de onda es
max
S(r, A i
reR3 (r, 1) Ecuacion 12

y el "foco" en esta longitud de onda es la posicion rmax que consigue. La especificacion optima del producto Strehl para
el sistema de lentes es entonces:

max
v e p3(S(rAp) X 8(r,Ar)) Ecuacion 13
donde Ap es la longitud de onda de excitacion y A la longitud de onda de fluorescencia maxima, es decir, es el producto
que se maximiza y se usa como especificacion, no el producto de las relaciones Strehl maximas para las longitudes
de onda individuales. El foco del sistema confocal es la posicion r que logra este producto Strehl maximo.

De hecho, puede definirse una pérdida total por aberracién, siendo:

max
Ly =—10logyp [r c R3 (5(1', Ap) x S(r, ;LF))] dB  Ecuacion 14

y también una pérdida de aberracién cromatica:

L. =-101lo :ééﬂ%(s(r"lf’)xs(r"l”}) B Ecuacién 15
c = glO méx_ (5(1’,3 ))xméx (S(I',A ))
reR? DI pepd £

que es la relacion entre el producto Strehl 6ptimo y el producto éptimo de Strehl. La posible pérdida por aberracion:

Ly = —10logyo [rr’:"}g3(5(r, Ap)) X rr;é’iag(g(r,ap))] dB  Ecuacién 16

es la pérdida de aberracién que podria lograrse si no hubiera un desplazamiento cromatico en el sistema. Si no hay
desplazamiento cromatico, el producto Strehls éptimo es el mismo que el producto dptimo de Strehl y el foco del
sistema confocal, asi como los focos en las dos longitudes de onda separadas, son el mismo punto. En general, la
pérdida total es siempre mayor que la pérdida posible y:

Ly=Lc+Lpcon Ls20 Ecuacién 17
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Cabe sefialar que este experimento mental se usa para definir la superficie focal como el lugar de todos los puntos de
producto de relacion Strehl minimos que corresponden a todas las posibles posiciones de formacion de imagenes,
que cambian a medida que se escanea el punto de iluminacion en la superficie de formacién de imagenes.

Para un sistema de muchos fotones, se usa la idea anterior, pero la relacion Strehl se eleva a la potencia del orden
del proceso de fluorescencia de fotones para la longitud de onda de excitacion (es decir, se eleva a la potencia N). La
relacion Strehl de longitud de onda de fluorescencia se reemplaza por la unidad si el sistema es de espectro amplio
(es decir, si a = 0). Asi, por ejemplo, para formacién de imagenes de dos fotones de espectro estrecho:

max

L, = —10logq, [r < p3(5r Y x s(r, ,1;))] dB

max
. ER3(§{r,JlD)2xS(r,&F)

‘ B0 |:::](R3(5(r"19)2)xrngk3(5(I‘,AF))]

max max
= 2 -
Ly = =1010g50 [ ¢ pa(STAp)) X . p3(S(TA-)] dB  Ecuacion 18
Apéndice 2: Definicion General de la Apertura Numérica de un Campo Electromagnético de Enfoque

En este documento, se ha usado la siguiente definicion para la apertura numérica de un campo 6ptico de enfoque. Se
basa en la idea de la definicién de Petermann Il del radio del punto del plano focal, que es un método probado para
medir el radio de un campo propio de fibra de modo simple, solo mediante el uso de mediciones de intensidad de
campo lejano.

La Figura 40 es una vista de un cono de luz irradiado desde un foco 290 con un eje 6ptico 292 y proyectando un patrén
de intensidad de campo lejano en una capa esférica de radio R (lo suficientemente grande como para que el campo
electromagnético haya alcanzado el comportamiento de campo lejano en este radio desde el foco) centrado en el foco.
Las coordenadas de la capa de campo lejano son coordenadas polares esféricas modificadas: el angulo longitudinal
¢ y el radio 6ptico normalizado p, que, en el vacio, es el seno del angulo latitudinal 8 que se realiza por un rayo que
une el punto en cuestion con el foco y el eje dptico. Si el foco esta en un material de indice de refraccion n, entonces:

=n )
p sen Ecuacion 19

El radio fisico en un sistema de coordenadas polares cilindrico convencional diverge hasta el infinito cuando el radio
normalizado se acerca al indice de refraccion del medio (es decir, se acerca a la unidad en el vacio).

Dadas estas definiciones, la Apertura Numérica de Petermann Il es:

c:l uzrrl(p,dﬁ) d¢ p? dp Ecuacion 20

NApetermann 1 = \/E J';l fuz nI(P,‘ﬁ) d¢ pdp

donde I(p, @) es la intensidad del campo lejano, es decir, €l flujo de potencia a través del area unitaria en cada punto
de la capa esférica, en funciéon de las coordenadas modificadas.

Esta definicion requiere que el centroide de la distribucion de intensidad se encuentre sobre el eje dptico. Si no es asi,
se debe calcular el vector de posicion del centroide y realinear los ejes de coordenadas para que el eje 6ptico pase a
través del centroide.
Esta definicion de apertura numérica tiene las siguientes propiedades:
i) Se reduce a la definicion deseada de la apertura numérica, es decir, el seno de la mitad del angulo del cono de
iluminacion cuando los campos son no apodizados, es decir, cuando la capa esférica se ilumina uniformemente
dentro de la apertura clara; y

ii) Cumple una desigualdad de Heisenberg, es decir:
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A
vz NAPetermann = \,f'f_rr Ecuacion 21
En la desigualdad, rz es el radio de giro alrededor del eje éptico de la funcion de dispersion de punto de intensidad, es
decir:

[ rirdaA Ecuacion 22

Vo =
Jr 1dA

donde | es la intensidad del plano focal, r la distancia desde el eje 6ptico 292 y la integral de la superficie se realiza
sobre todo el plano focal F). La igualdad se mantiene si y solo si:

i) La funcién de dispersion de punto (y por lo tanto la distribucién de campo lejano) es gaussiana con fase cero
(correspondiente a la aberracion cero para un campo enfocado en el espacio libre); y

ii) El tamafo del punto gaussiano es independiente de la direccion, es decir, las distribuciones del campo son
radialmente simétricas (independientes del angulo azimutal).

Por tanto, el radio de Petermann Il mide la resolucion lateral posible de un campo pupilar de salida cuando no hay
aberracion. Las propiedades anteriores hacen una excelente caracterizacion del poder de resolucién posible de un
sistema apodizado y la nueva definicion se reduce a la normal en condiciones no apodizadas y, por lo tanto, esta es
la definicién que se usa exclusivamente por Optiscan.

Para puntos focales gaussianos, es decir, aquellos en los que la amplitud del campo es proporcional a exp(- r%(2 a?))
el radio de giro es o'y el didmetro del campo modal es 2v20 = 2,80. Si dos haces gaussianos del mismo tamario de
punto y potencia se espacian a distancias variables, la intensidad del haz en funcion del desplazamiento lateral x
desde su punto medio a lo largo de la linea que une los dos focos puntuales es como se muestra en la Figura 41, que
indica la resolubilidad de dos puntos gaussianos trazando la intensidad normalizada contra el desplazamiento lateral
normalizado para diferentes separaciones de puntos en términos de un x o. Los valores de a se indican en la Figura
y corresponden a las curvas de intensidad en secuencia de arriba a abajo (de manera que la curva mas alta en la
Figura corresponde a a = 2,82 y la curva mas baja a a = 2).

El desplazamiento en el eje horizontal se normaliza de modo que o = 1. El eje vertical se normaliza de modo que la
intensidad en el punto medio entre los focos x = 0 sea la unidad. Cuando los puntos son 1 o de separacion, no hay
caida de intensidad entre los puntos y estan no resueltos. Sin embargo, el contraste entre la caida minima y la
intensidad maxima aumenta rapidamente con distancias de separacién superiores a 1 o de separacion. El criterio de
Rayleigh para los campos no apodizados corresponde a un contraste del 26,3 % entre el brillo de caida y el brillo
maximo. Para los campos Gaussianos, la Figura 41 muestra que este contraste se logra en aproximadamente 2,5 o,
o de la Ecuacion 21, cuando la separacion es 0,56 A/NA. Esto esta notablemente cerca de la resolucion de Rayleigh
para campos no apodizados, siendo 0,61 A/NA. Por tanto, pareceria razonable usar 2v/2¢ =~ 2,820 como la resolucion
Gaussiana, ya que este es el diametro del campo del modo Petermann Il y es ampliamente conocido. Por lo tanto, la
resolucion de campo claro para haces Gaussianos segun esta definicion es:

24
Ax =2 ——— Ecuacion 23

7 NApetermann I1
La funcion de dispersion de punto confocal de N-fotones es el producto de la funcion de dispersion de punto de longitud
de onda de excitacion en potencia de Ny la funcién de dispersiéon de punto de fluorescencia. Por lo tanto, en el caso
del haz de Gauss, la funcidon de dispersion de punto confocal también es gaussiana, y el tamafio del punto es el
reciproco de las sumas de todos los tamafios de punto reciprocos para los haces constituyentes (ya que los
exponentes en las funciones de Gauss se suman). Por tanto, la resolucion confocal de un sistema perfectamente
corregido cromaticamente es:

2 ;'.D;lf

= Ecuacion 24
T NApetermann It 'N Af2+102

Los expertos en la técnica pueden realizar facilmente modificaciones dentro del alcance de la invencién. Por lo tanto,
debe entenderse que esta invencidon no se limita a las modalidades particulares descritas a modo de ejemplo
anteriormente.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcion anterior de la invencion, excepto cuando el contexto lo requiera
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de otra manera debido al lenguaje expreso o implicacion necesaria, las palabras "comprenden" o variaciones tales
como "comprende"” o "que comprende" se usan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas indicadas, pero no para descartar la presencia o adicion de caracteristicas adicionales en diferentes
modalidades de la invencion.

Ademas, cualquier referencia en la presente descripcién a la técnica anterior no pretende implicar que dicha técnica
anterior forme o forma parte del conocimiento general comun en cualquier pais.
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REIVINDICACIONES
Un grupo de lentes (14, 90) para un endoscopio 0 microscopio, que comprende:

uno o mas elementos de lente (18, 30; 62, 64; 72, 74; 82, 84; 102, 108; 142, 144), cada uno de indice de
refraccion uniforme, adaptado para:

i) enfocar, con correccion de la aberracion de frente de onda alta, la luz de activacion o excitacion que se
recibe desde una punta de salida de una guia de ondas 6ptica (12) ubicada sustancialmente contra una
superficie proximal del grupo de lentes hasta un campo de observacion puntual con funcion de
dispersion de punto estrecho mas alla de una superficie distal del grupo de lentes (14, 90); y

ii) transmitir, con una correccion de la aberracion de frente de onda alta, la fluorescencia o la luz de retorno
reflejada que se recibe por la superficie distal desde el campo de observacion puntual de vuelta a la
punta de salida de la guia de ondas 6ptica (12) en la longitud de onda de fluorescencia,

en donde el grupo de lentes (14, 90), cuando esta en uso, se acopla a la punta distal (16) de la guia de
ondas optica (12).

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la luz de retorno de fluorescencia y la
luz de activacion o excitacion tienen la misma longitud de onda.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:

i) un elemento dptico difractivo ubicado en la superficie distal y que constituye la misma; o

ii) un elemento optico difractivo ubicado en la superficie distal y que constituye la misma, en donde el grupo
de lentes (14, 90) comprende una varilla de cristal sin enfoque, en donde el elemento difractivo
proporciona el enfoque.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el grupo de
lentes (14, 90) tiene un desplazamiento cromatico que esta altamente corregido de manera que:

i) el grupo de lentes (14, 90) enfoca la luz de fluorescencia que se recibe desde la punta de salida de la
guia de ondas optica (12) al campo de observacion puntual dentro de un pequefio margen de error; y/o

ii) un paquete de ondas de luz de entrada con ancho de pulso de menos de un picosegundo y centrado en
una longitud de onda de la luz de activacion solo se ensancha ligeramente en ancho de pulso cuando
pasa a través del grupo de lentes (14, 90).

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el grupo de lentes (14, 90) tiene un
desplazamiento cromatico que esta altamente corregido de manera que el grupo de lentes (14, 90) enfoca la
luz fluorescente que se recibe de la punta de salida de la guia de ondas 6ptica (12) al campo de observacion
puntual dentro de un pequefio margen de error, el grupo de lentes (14, 90) que tiene criterios de correccion de
resolucion y aberracion tales que:

a) la apertura numérica de la luz enfocada por el grupo de lentes (14, 90) es (i) 0,15 o mayor cuando el
grupo de lentes (14, 90) recibe luz de la guia de ondas 6ptica (12) a una longitud de onda de luz de
activacion nominal, y (ii) 0,15 o mayor que una longitud de onda de emision de fluorescencia maxima; y

b) o el producto de la primera y la segunda relacion Strehl correspondiente medida en el campo de
observacion puntual es mayor o igual a 0,5 o el producto de Strehl generalizado:

max N
F e ST AN X S0 A9

es mayor o igual a 0,5, la definicion que sea aplicable a un modo de formacién de imagenes de
fluorescencia.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde:

i) el grupo de lentes (14, 90) tiene un desplazamiento cromatico que esta altamente corregido, de
manera que un paquete de onda de luz de entrada con ancho de pulso de menos de un picosegundo
y centrado a una longitud de onda de la luz de activacion solo se ensancha ligeramente en el ancho
de pulso cuando pasa a través del grupo de lentes (14, 90), el grupo de lentes (14, 90) que tiene
criterios de ensanchamiento de pulso definidos de manera que un paquete de ondas de luz de
entrada centrado en una longitud de onda de activacion nominal y de veinte femtosegundos de
duracion se ensanche a un paquete de ondas de igual longitud de onda central y de menos de cien
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femtosegundos de duraciéon mediante una contribucion de rutas multiples del grupo de lentes (14,
90); o

ii) el grupo de lentes (14, 90) comprende un tipo de cristal, en donde el grupo de lentes (14, 90)
comprende una cantidad de cristal tal que los campos de ondas transmitidos tienen un tiempo de
transmision insuficiente para dispersarse en un grado que produciria una relacion Strehl menor que
0,5, por lo que el grupo de lentes (14, 90) se adapta para pares de longitudes de onda de
activacion/fluorescencia estrechamente separadas.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el grupo de lentes (14, 90) comprende:

(i) dos cristales diferentes en el grupo de lentes (14, 90), una interfaz esférica entre los dos cristales
diferentes, y una superficie distal que es asférica, por lo que el grupo de lentes (14, 90) se adapta
para pares de longitudes de onda de activacion/fluorescencia en un espectro de luz visible ampliado
de longitud de onda de 450 nm a 850 nm; o

(ii) una pluralidad de cristales de mas de un tipo, en donde el grupo de lentes (14, 90) tiene una
dispersion que se cancela mutuamente y el grupo de lentes (14, 90) se adapta para su uso con
cualquier par de longitudes de onda de activacion/fluorescencia en el rango de longitud de onda del
espectro de luz visible ampliado de 450 nm a 850 nm.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una varilla cilindrica homogénea
y una rejilla de difraccién unida al extremo distal de la misma, en donde:

i) larejilla enfoca la luz de activaciéon al campo de observacion puntual y guia la luz de retorno desde
el campo de observacion puntual hacia la punta de salida de la guia de ondas éptica (12); o

i) larejilla enfoca la luz de activacion al campo de observacion puntual, la rejilla guia la luz de retorno
hacia la punta de salida de la guia de ondas &ptica, una primera porcion de la rejilla se configura
para enfocar la luz de activaciéon y una segunda porcidon se configura para recolectar la luz de
retorno.

Un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende una
pluralidad de elementos de lentes (18, 30; 62, 64; 72, 74; 82, 84; 102, 108; 142, 144) pegados o unidos de otro
modo después de la fabricacion.

Un sistema optico (10), que comprende un grupo de lentes (14, 90) de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

Un sistema optico (10) de acuerdo con la reivindicacion 10, que comprende la guia de ondas 6ptica (12).

Un sistema o6ptico (10) de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende ademas un soporte en voladizo
(22) que se configura para sujetar la guia de ondas 6ptica (12), un iman (24) que se monta en la guia de ondas
optica (12) y:

i) un sistema de activacion para hacer que el iman (24) vibre en dos planos de manera que la
superficie distal del grupo de lentes (14, 90) se escanea a alta velocidad para crear una imagen
de campo de visiéon amplio a partir de la luz de retorno; o

ii)  un sistema de activacion para hacer vibrar el iman (24) en dos planos de manera que la superficie
distal del grupo de lentes (14, 90) se escanea a alta velocidad para crear una imagen de campo
de vision amplio a partir de la luz de retorno, el sistema de accionamiento se configura para
escanear en una primera direccion con una frecuencia de al menos 500 Hz y escanear en una
segunda direccion ortogonal a la primera direccidon con una frecuencia de al menos 0,5 Hz, de
manera que una imagen cuyo campo de vision sea de al menos 200 um x 200 ym puede obtenerse
a partir de la luz de retorno.

Un sistema 6ptico (10) de acuerdo con la reivindicacion 10, que comprende ademas una guia de ondas O6ptica
(12) que tiene un nucleo principal y un nicleo secundario altamente multimodal;

en donde una punta de salida de la guia de ondas optica (12) se ubica sustancialmente contra una superficie
proximal del grupo de lentes (14, 90);

el nucleo principal se configura para transmitir luz de activacion o excitacion desde una fuente de luz al grupo
de lentes (14, 90);

el grupo de lentes (14, 90) se configura para

i) enfocar, con una correccion de la aberracién del frente de onda alta, la luz de activacion o
excitacion que se recibe desde la punta de salida de la guia de ondas 6ptica (12) a un campo de
observacion puntual con funcién de dispersion de punto estrecho mas alla de una superficie distal
del grupo de lentes (14, 90); y
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ii)  transmitir, con una modesta correccion de la aberracion, la fluorescencia desde el campo de
observacion puntual de vuelta a la punta de salida de la guia de ondas 6ptica (12) en la longitud
de onda de la fluorescencia; y

el nicleo secundario se configura para recibir la fluorescencia.

Un

sistema Optico (10) de acuerdo con la reivindicacion 13, que tiene criterios de correccion de resolucion y

aberracion tales que:

Un

Un

Un

Un

a) la apertura numérica de la luz enfocada es mayor o igual a 0,15 cuando la guia de ondas 6ptica (12) se
activa a una longitud de onda de activacion nominal; y
b) la potencia del producto Strehl:

max

e ST

es mayor o igual a 0,5 para formaciones de imagenes de N-fotones.
sistema 6ptico (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en donde:

i)  laguia de ondas 6ptica (12) comprende ademas uno o mas nucleos auxiliares de guia de luz, de
modo que la apertura numérica de la formacion de imagenes puede cambiarse entre el valor
principal de alta resolucién y un valor bajo, posiblemente con etapas intermedias para permitir al
usuario colocar la imagen facilmente, con resolucion axial gruesa y alta tolerancia a errores de
ubicacion e inestabilidad de la mano y luego cambiar a un modo de alta resolucién una vez que se
ha identificado el tejido objetivo; y/o

ii) la guia de ondas optica (12) comprende ademas uno o mas nucleos de guia de luz auxiliares
desplazados axial y lateralmente para recibir selectivamente la luz de retorno desde diferentes
profundidades de formacion de imagenes; y/o

iiiy el sistema dptico (10) comprende una ventana 6ptica cuasi-elipsoidal con una forma de superficie
que se selecciona para ser paralela a una superficie de escaneo de un vértice del grupo de lentes
(14, 90), por lo que una geometria relativa del grupo de lentes (14, 90), una regién 6pticamente
activa instantanea de la ventana éptica y el campo de observacion puntual en un lado distal de la
ventana optica permanece invariable a lo largo de una porcién de adquisicion de imagenes de un
escaneo.

método de alineacién activa, que comprende:

montar una guia de ondas 6ptica (12) y un grupo de lentes (14, 90) como se reivindica en la reivindicacion
1, que comprende una pluralidad de elementos de la lente (18, 30; 62, 64; 72, 74; 82, 84; 102, 108; 142,
144) en una plantilla de alineacion con una punta de salida de la guia de ondas 6ptica (12) sustancialmente
contra una superficie proximal del grupo de lentes (14, 90);

activar opticamente la guia de ondas 6ptica (12);

dirigir la luz de salida del grupo de lentes (14, 90) hacia un detector 6ptico;

establecer una posicion y orientacion relativas 6ptimas de aberracion minima mediante el ajuste de la
posicion y orientacion relativas del grupo de lentes (14, 90) y la guia de ondas 6ptica (12);

unir los elementos de la lente (18, 30; 62, 64; 72, 74; 82, 84; 102, 108; 142, 144) o ensamblarlos de otro
modo en una posicion y orientacion relativas fijas.

método de evaluacion de la calidad de la superficie de la lente, que comprende:

colocar un orificio (258) de diametro conocido en un foco de un sistema optico (10) de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15;

activar opticamente la guia de ondas 6ptica (12);

medir una potencia que se transmite a través del orificio (258);

retirar el orificio (258) y medir una potencia total de salida; y

determinar una medida de la rugosidad media cuadratica de la superficie del grupo de lentes (14) a partir
de una relacion entre la potencia a través del orificio (258) y la potencia total.

sistema de formacion de imagenes de fluorescencia de espectro estrecho de uno o muchos fotones, in vivo,

que comprende el sistema 6ptico (10) de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15.
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