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II. Resumen 

 
En esta tesis se llevó a cabo una investigación que demuestra el potencial 

de las técnicas no lineales como herramientas de caracterización en 

tejidos, específicamente en el caso de la vejiga, con el propósito de 

detectar el cáncer de vejiga en etapas tempranas mediante métodos 

ópticos. 

Se hace uso del láser Ti:Zaf @800nm y el láser de fibra Ytterbium 

@1030nm, los cuales se encuentran en el rango del espectro 

electromagnético del infrarrojo. Estos láseres cuentan con gran alcance 

en penetración debido a sus características, como su longitud de onda 

más larga que la luz visible; lo que se traduce en menor energía asociada 

a un fotón, y la baja interacción que existe entre la luz infrarroja y los 

componentes biológicos como los tejidos. Estos láseres generan pulsos en 

femtosegundos y son utilizados en diferentes técnicas para formación de 

imágenes no lineales, específicamente para este trabajo de tesis se 

emplearon para aprovechar el fenómeno de generación de segundo 

armónico (SHG, second harmonic generation) y el fenómeno de 

fluorescencia por excitación de dos fotones (TPEF, two photon excitation 

fluorescence), además se aprovecha la asistencia de un microscopio de 

barrido láser para efectuar un barrido espectral empleando la técnica de 

formación de imágenes hiperespectrales (HSI, hyperspectral imaging). 

 
 

El desarrollo de esta tesis se realizó en los laboratorios del grupo de 

investigación en microscopía óptica de superresolución y nanoscopía 

(SLN, Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy) del instituto de 

ciencias fotónicas (ICFO). 

 
 

En este estudio se aprecia la caracterización en profundidad de las fibras 

de colágeno y obtención de información estructural en tejido de vejiga de 

rata, empleando diferentes métodos de formación de imágenes y 

longitudes de onda, dando pie a un futuro método de detección óptico no 

invasivo y con alta capacidad en penetración para el estudio de cáncer de 

vejiga en estadios tempranos. 
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III. Abstract 

 

In this thesis we carried out an investigation that demonstrates the 

potential of nonlinear techniques as characterization tools in tissues, 

specifically in the case of the bladder, with the purpose of detecting 

bladder cancer in early stages by optical methods. 

 
 

We make use of the Ti:Sapphire @800nm laser and the Ytterbium 

@1030nm fiber laser, both of which are in the infrared range of the 

electromagnetic spectrum. These lasers have great penetration range due 

to their characteristics, their longer wavelength than visible light, which 

translates into less energy associated with a photon, and the low 

interaction that exists between infrared light and biological components 

such as tissues. These lasers generate femtosecond pulses and are used 

in different techniques for nonlinear imaging, specifically for this thesis 

work were used to exploit the phenomenon of second harmonic 

generation (SHG) and the phenomenon of two photon excitation 

fluorescence (TPEF), in addition, the assistance of a laser scanning 

microscope is used to perform a spectral scan using the hyperspectral 

imaging (HSI) technique. 

 
 

The development of this thesis was carried out in the laboratories of the 

Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy (SLN) research group of 

the Institute of Photonic Sciences (ICFO). 

 
 

This study shows the in-depth characterization of collagen fibers and the 

obtaining of structural information in rat bladder tissue, using different 

imaging methods and wavelengths, giving rise to a future non-invasive 

optical detection method with high penetration capacity for the study of 

bladder cancer in early stages. 
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IV. Motivación 

 
Detección de cáncer de vejiga en estadios 

tempranos de manera no invasiva con óptica 

 
El cáncer de vejiga es la cuarta malignidad más comúnmente 

diagnosticada en hombres y la octava más común en mujeres[1]. Como en 

todos los tipos de cáncer, la detección temprana del cáncer de vejiga es 

crucial para mejorar el pronóstico y la supervivencia de los pacientes. 

Actualmente, el diagnóstico se realiza principalmente a través de pruebas 

como la cistoscopia, que es una exploración endoscópica donde se 

introduce un tubo delgado a través de la uretra para acceder a la vejiga. 

Otra de las pruebas es mediante biopsias, un procedimiento invasivo en 

el que se extraen pequeñas muestras de tejido de la vejiga, estas pruebas 

pueden llegar a ser dolorosas y generar malestar en el paciente. Sin 

embargo, la tecnología óptica ofrece una alternativa no invasiva y 

prometedora para la detección temprana del cáncer de vejiga. 

La formación de imágenes mediante el uso de la señal de generación de 

segundo armónico (SHG, second harmonic generation), es una técnica de 

imagen no lineal que se puede utilizar para visualizar la organización y 

estructura del tejido extracelular, proporcionando información sobre la 

organización del colágeno y otros componentes. Esto nos puede permitir 

visualizar como se afecta la organización del colágeno tipo I en presencia 

del cáncer. 

Por otro lado, existen otras técnicas de formación de imágenes que nos 

permiten obtener información sobre la composición bioquímica presente 

en los tejidos de la vejiga y el cáncer. 

Una de las más prometedoras es aprovechar la autofluorescencia que 

existe en los tejidos biológicos con el propósito de visualizar estructuras 

y moléculas dentro de las células. Al utilizar la señal de fluorescencia por 

excitación de dos fotones (TPEF, two photon excitation fluorescence), 

empleamos esta propiedad para obtener información detallada sobre 

estructuras celulares y tejidos biológicos. 
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Esta técnica no lineal al llevarse a cabo con un haz de luz perteneciente a 

una longitud de onda en el espectro electromagnético del infrarrojo 

permite obtener dicha información a mayor profundidad de penetración 

que utilizando un haz de luz perteneciente a una longitud de onda en el 

espectro electromagnético de luz visible. 

Específicamente, la información que sería de interés analizar está 

relacionada con la actividad metabólica, en las que se implican el 

dinucleótido de nicotinamida y adenina reducida (NADH, nicotinamide 

adenine dinucleotide) y el dinucleótido de flavina y adenina (FAD, flavin 

adenine dinucleotide), en vista de que la actividad metabólica tiene 

mayor presencia en el cáncer, esta herramienta podría proporcionar la 

información necesaria para poder identificar diferencias entre el tejido 

sano y el tejido enfermo. 

La segunda técnica es la formación de imágenes hiperespectrales (HSI, 

hyperspectral imaging), esta nos ofrece la posibilidad de realizar un 

barrido espectral en detección de la autofluoresencia del tejido, en busca 

de información sobre los metabolitos NADH y FAD utilizando luz visible. 

Las imágenes obtenidas con HSI y con la señal de TPEF, nos pueden 

ayudar a identificar estos metabolitos en el tejido y si hay diferencias 

entre ellas con respecto a la actividad metabólica existente en la vejiga. 

Haciendo uso de estas tres técnicas ópticas para la formación de 

imágenes, dispondremos de información que nos asistirá en la 

identificación de la correlación entre los patrones de autofluorescencia con 

la actividad metabólica, así como la distribución en profundidad de las 

fibras de colágeno tipo I, abriendo camino a un futuro método de 

detección efectivo en profundidad y no invasivo para cáncer de vejiga. 

 

 

V. Marco Teórico 

 
Métodos de diagnóstico para el cáncer de vejiga 

 
Para la detección de cáncer de vejiga, existen varios métodos de 

diagnóstico, es importante destacar que la detección temprana del cáncer 

es crucial para un mejor pronóstico y tratamiento. Los siguientes métodos 

de diagnóstico son de interés debido a que son los más utilizados hoy en 

día para la detección del cáncer de vejiga. 
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Cistoscopia con luz blanca 

 
La cistoscopia convencional o cistoscopia con luz blanca (WLC, white light 

cystoscopy) es la técnica estándar para la detección de cáncer de vejiga[2], 

ver ilustración 1. La tasa de detección de la WLC tiene un porcentaje del 

60% [3]. 

En la cistoscopia con luz blanca puede existir una pobre visualización 

debido a la capacidad del instrumento para acceder a ubicaciones 

complicadas, el tamaño del tumor y la generación de sangrado durante la 

prueba que pueden complicar un buen diagnóstico. La inflamación en el 

tejido debido a infecciones urinarias o enfermedades inflamatorias del 

tracto urinario también pueden afectar y hacen difícil distinguir entre la 

inflamación y tumores. 

Estos factores que afectan la precisión del diagnóstico junto a la presencia 

de lesiones como displasias severas; las cuales son células anormales en 

el tejido no necesariamente cancerosas, hacen posible la generación de 

falsos positivos en las pruebas de WLC[4], incrementando la posibilidad de 

que pueda ocurrir una extirpación incompleta y mayores tasas de 

recurrencia. 
 

 

Ilustración 1.- Imagen de vejiga durante una cistoscopia con luz blanca, en el centro se encuentran células 

anormales las cuales son difíciles de identificar a simple vista[5]. 
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Cistoscopia con luz azul 

 
La cistoscopia con luz azul (BLC, blue light cystoscopy) es una técnica de 

diagnóstico que, en conjunto con el agente fluorescente 

hexaminolevulinato (HAL/Cysview/Hexvix), sirve para mejorar la 

detección de tumores en vejiga[6], ver ilustración 2, en comparación con 

la WLC. Esta técnica requiere colocar la solución fluorescente, haciendo 

uso de un catéter, que se introduce en la vejiga a través de la uretra, esta 

sustancia se adhiere a las células anormales. El hexaminolevulinato 

provoca que las células anormales se vuelvan fluorescentes, otorgando 

una tonalidad rosa brillante, ante la presencia de luz azul, esto permite al 

médico detectar lesiones planas y otros cambios en la mucosa de la 

vejiga, que podrían haber pasado desapercibidos en una cistoscopia de 

luz blanca[7]. 
 

Ilustración 2.- Imagen del cáncer de vejiga durante una cistoscopia con luz, en el centro se encuentran 
células anormales las cuales se identifican a simple vista debido al agente marcador [5]. 

 

 

Imagen por resonancia magnética 

 
La obtención de imágenes por Resonancia Magnética (MRI) actualmente 

es un método prometedor el cual asiste en la localización y la evaluación 

del cáncer ya que proporciona información valiosa sobre la ubicación 

exacta del tumor y su extensión, ver ilustración 3. Además, debido a su 

alta resolución espacial de alto contraste, se puede identificar el cáncer 

en algún órgano adyacente detectando así la presencia de metástasis[8]. 
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Sin embargo, la MRI hace uso de medios de contraste, lo que implica ser 

invasivo, eliminando la posibilidad del uso de esta técnica como método 

de seguimiento de la enfermedad, así como la posibilidad que el paciente 

pueda desarrollar una reacción alérgica a estos[9]. Además en el uso de la 

MRI, no siempre se puede distinguir entre tumores malignos o 

enfermedad benigna, lo que podría dar lugar falso positivo[9]. 
 

 

Ilustración 3.- Imagen tomada con la técnica MRI aplicada a un hombre adulto de 74 años para identificar un 
carcinoma urotelial, el símbolo "*" indica la ubicación del tumor en la vejiga[10]. 

 

 

 

 

 

 

Tomografía Computarizada 

 
La tomografía computarizada (CT, computed tomography), en concreto la 

urografía por tomografía computarizada (CTU, Computed tomography 

urography), es un método de imagen utilizado para diagnosticar y 

estadificar tumores malignos uroteliales y la localización, estadificación y 

detección de metástasis a distancia[11] ver ilustración 4. 

Debido a que la CT usa rayos X, la cual es radiación ionizante, esta técnica 

tiene el potencial de causar efectos biológicos no deseados en el tejido 

vivo. A pesar de que el riesgo de desarrollar cáncer por la exposición a la 

radiación de rayos X es generalmente pequeño, es un riesgo que aumenta 

con el número de exposiciones sumadas a lo largo de la vida del paciente. 
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Además, este método de diagnóstico tiene ciertas limitaciones 

relacionadas a falsos negativos, debidas a lesiones uroteliales, artefactos 

de imagen y el uso de agentes de contraste; convirtiéndolo en un método 

invasivo, cabe mencionar que estos agentes en algunos casos pueden 

causar alergias o insuficiencia renal temporal[12]. 
 

 

Ilustración 4.- Imagen tomada con la técnica CT aplicada a un hombre adulto de 74 años para identificar un 

carcinoma urotelial, asistiéndose de una inyección de bolo dividido (Split-bolus injection) que es un agente 
de contraste utilizado para mejorar la visualización de estructuras en los órganos, el símbolo "*" indica la 

ubicación del tumor en la vejiga[10]. 

 

 

Estos son algunos de los métodos más utilizados para la identificación de 

cáncer de vejiga. Los métodos en los que se hace uso de agentes 

marcadores externos como la MRI y la CT, cuentan con la ventaja de 

penetrar en profundidad a través del tejido, sin embargo, son invasivos 

al igual que la BLC. Estos marcadores pueden implicar riesgos en la salud 

del paciente, para evitar los riesgos, se opta por un método como la 

cistoscopia de luz blanca, en la cual no es necesario el uso de estos 

marcadores, sin embargo, la profundidad de penetración al igual que la 

BLC se ve altamente limitada a una visualización superficial. 

Estas limitaciones nos motivan a buscar un método no invasivo, que logre 

mejorar en profundidad de penetración y evite el uso de agentes 

marcadores, induciéndonos a reflexionar sobre el uso de métodos ópticos, 

así con este enfoque, podremos abordar adecuadamente estas 

limitaciones. 



13  

Técnicas ópticas avanzadas no invasivas para la 

detección del cáncer de vejiga. 

 
Aprovechando la característica de los tejidos biológicos para emitir luz 

autofluorescente, se pueden utilizar diversas técnicas ópticas para 

obtener imágenes de alta resolución y estudiar la estructura y 

organización de los tejidos, Apéndice i. 

Gracias a las ventanas biológicas que existen con respecto a la absorción 

y el esparcimiento de la luz en los tejidos, podemos identificar ciertas 

regiones en el espectro infrarrojo donde los tejidos tienen una menor 

absorción y esparcimiento de la luz, lo que permite que la luz penetre más 

profundamente en el tejido. 

La formación de imágenes mediante el uso de la señal de generación de 

segundo armónico es especialmente útil para visualizar la estructura de 

tejidos sin la necesidad de utilizar marcadores fluorescentes. Esta técnica 

permite estudiar la organización del colágeno presente en la vejiga, así 

como otros tejidos biológicos. 

La formación de imágenes mediante el uso de la señal de TPEF y la técnica 

óptica de HSI, son las herramientas indicadas para adquirir imágenes con 

información sobre la actividad metabólica del tejido. Con la ventaja de 

que utilizando la señal de TPEF ganaremos profundidad de penetración. 

La diferencia en la profundidad entre estas técnicas ópticas para adquirir 

imágenes, es debido a que en la señal de TPEF la muestra es excitada por 

un láser con longitud de onda en región de luz infrarroja, a comparación 

de la técnica óptica de HSI en donde la muestra se excita con un haz de 

luz con longitud de onda en región de luz visible. 

En conjunto, estas técnicas ópticas son herramientas poderosas que nos 

posibilitan el estudio de tejidos biológicos como la vejiga, otorgando 

información detallada estructural de la vejiga y la actividad metabólica 

existente. 
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Ventanas biológicas 

 
En general cuando un fotón interactúa con un tejido pueden ocurrir tres 

fenómenos los cuales son: reflexión, transmisión o absorción. En el caso 

en donde es absorbido, su energía se transfiere a una molécula o átomo. 

Durante este proceso de absorción, en el caso en que este sea un 

fluoróforo, el fotón deja de existir y el fluoróforo se excita, lo que puede 

dar lugar a una reacción fotoquímica o a la disipación de la energía en 

forma de calor o emisión de luz[13]. 

Las ventanas biológicas se refieren a un conjunto de rangos del espectro 

electromagnético donde la absorción tiene mínimos locales: la primera 

ventana del infrarrojo cercano abarca entre @700 nm hasta @950 nm 

(NIR-I, primer infrarrojo cercano), la segunda ventana del infrarrojo 

cercano cubre desde @1000 hasta @1350 nm (NIR-II, segundo infrarrojo 

cercano), y la tercera ventana del infrarrojo cercano comprende de 

@1550 a @1870 nm (NIR-III, tercer infrarrojo cercano)[14] , En la 

ilustración siguiente se compara la absorción de las propiedades ópticas 

generales pertenecientes a los tejidos biológicos, ver ilustración 5. 
 

Ilustración 5.-Grafica tomada y modificada del sitio web https://omlc.org/, los autores 

originales de esta ilustración son un conjunto de científicos que llevaron a cabo esta 

recopilación de datos. La grafica compara la absorción de las propiedades ópticas 

generales pertenecientes a los tejidos biológicos (agua, oxihemoglobina, 

desoxihemoglobina, melanina, grasa y dispersión en piel)[15]. 

https://omlc.org/
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En las ventanas biológicas descritas NIR I, II y III, existe un decaimiento 

con respecto a las curvas de absorción de la luz por el agua y la 

hemoglobina en los tejidos biológicos. Esto se aprovecha a favor de 

obtener mejor adquisición de imagen debido a que existe mayor cantidad 

de luz para ser colectada por los detectores. Cabe mencionar que, de 

acuerdo con esta información, se pude pensar en trabajar con láseres a 

mayores longitudes de onda, pertenecientes por ejemplo a la III ventana 

biológica, que permitan penetrar a mayor profundidad en el tejido, 

perdiendo la menor cantidad posible de luz debido a la absorción biológica 

de los tejidos. 

 
 

Actividad metabólica en vejiga 

 
Los fluoróforos endógenos más comunes utilizados para la caracterización 

de tejidos biológicos incluyen aminoácidos aromáticos (tirosina, triptófano 

y fenilalanina), proteínas estructurales (elastina, colágenos), 

componentes lipídicos, porfirinas, y cofactores metabólicos enzimáticos 

como el dinucleótido de nicotinamida adenina reducido (NADH, 

nicotinamide adenine dinucleotide) y el dinucleótido de flavina adenina 

(FAD, flavin adenine dinucleotide)) [16], ver ilustración 6. 
 

 

Ilustración 6.- Grafica que compara la intensidad de la fluorescencia con respecto a la 

longitud de onda con la que se excita cada fluoróforo endógeno individual, se 

presentan los perfiles espectrales típicos de emisión de autofluorescencia [17]. 
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El NADH y el FAD controlan las reacciones redox celulares, el metabolismo 

energético y las anomalías mitocondriales en diferentes condiciones 

fisiopatológicas[18], por lo que analizando estos metabolitos es posible 

realizar detección de los cambios en las propiedades funcionales de 

células y tejidos como la vejiga. 

Una de las características que tienen estos metabolitos es que en las 

curvas de emisión se superponen. Lo que observamos en la ilustración 7 

son las curvas de excitación y emisión, en las cuales, para poder realizar 

una detección independiente de estos metabolitos, se lleva a cabo una 

división en tres secciones en la curva de emisión, la primera ubicada en 

el rango de @430 nm hasta @470 nm, la segunda sección comprende un 

rango de @470 nm a @510 nm y la tercera sección desde @510 nm hasta 

@550 nm. 
 

 

Ilustración 7.- Espectros de excitación y emisión de los componentes metabólicos 

NADH y FAD la sección azul indica la superposición de estas curvas[19]. 



17  

Metabolitos implicados en el cáncer (NADH y FAD) 

 
La fosforilación oxidativa es un proceso metabólico importante que utiliza 

energía liberada por la oxidación de nutrientes para producir ATP. En este 

proceso, el NADH actúa como donante de electrones responsable de 

generar el gradiente de protones en la cadena de transporte de electrones 

(ETC, electron transport chain). Sin embargo, si hay interrupción en este 

proceso, se produce una acumulación de NADH dentro de las células. 

Afortunadamente, las propiedades fluorescentes del NADH y su cofactor 

metabólico FAD, que actúa como receptor de electrones en la ETC y se 

pueden aprovechar para medir la actividad del ETC en las células. 

En general, se sabe que las células cancerosas tienen coeficientes redox 

más altos que las células sanas debido al aumento del NADH celular, ver 

ilustración 8. Medir la actividad del ETC y detectar cambios metabólicos 

drásticos en células y tejidos, proporciona información que puede ser 

importante para el diagnóstico de enfermedades como el cáncer[20]. 
 

 

Ilustración 8.- Comparación de los procesos metabólicos en células sanas y en células 
con cáncer[21]. 
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Autofluorescencia 

 
La autofluorescencia es un fenómeno físico, en el que una sustancia emite 

luz como resultado de haber sido excitada por la absorción de luz de cierta 

longitud de onda[22]. Este fenómeno ocurre porque la energía de la luz de 

excitación es absorbida por los electrones de las moléculas de la 

sustancia, lo que provoca su excitación a niveles de energía superiores. 

Cuando estos electrones vuelven a sus niveles de energía más bajos, 

emiten luz que puede ser detectada y utilizada para estudiar la sustancia. 

Una forma de representar este fenómeno es con un diagrama de 

Jablonski, ver Ilustración 9. 
 

Ilustración 9.- Fenómeno de fluorescencia representado por el diagrama de Jablonski. 

La absorción de la luz (azul) hace que un electrón pase a un nivel de mayor energía. 

Tras permanecer en este estado excitado, el electrón vuelve a su estado base y el 

fluoróforo disipa el exceso de energía emitiendo un fotón (verde)[23]. 

 

 
La autofluorescencia ha sido de especial interés en diversos estudios 

clínicos, ya que el uso de la fluorescencia endógena para la caracterización 

de tejidos no requiere la administración de un agente de contraste. 

Además, la autofluorescencia puede proporcionar información en tiempo 

real y permitir la visualización de tejidos en situaciones clínicas donde la 

obtención de una biopsia puede ser difícil o invasiva. 



19  

Formación de imágenes hiperespectrales (HSI) 

 
La formación de imágenes hiperespectrales es una técnica óptica en la 

que se captura la respuesta espectral de una muestra en diferentes 

longitudes de onda ver ilustración 10, lo que proporciona información 

detallada sobre la composición bioquímica y las características de la 

muestra en cuestión. 

Las imágenes espectrales recogen información de tres dimensiones: dos 

espaciales (x, y) y una espectral (λ), lo que da como resultado un 

conjunto de datos (x, y, λ) que suele denominarse cubo de datos[24]. 

Un microscopio confocal hiperespectral es una variante del microscopio 

confocal que utiliza una técnica de espectroscopía para adquirir 

información sobre la respuesta espectral de una muestra. En lugar de 

recoger directamente la fluorescencia mediante un fotodetector, un 

microscopio confocal hiperespectral dispersa la luz de la muestra con un 

elemento de dispersión espectral, como un prisma o una rejilla, para 

separar la luz en sus diferentes longitudes de onda. Luego, el espectro 

dispersado se visualiza en una arreglo de detectores para adquirir una 

imagen hiperespectral de la muestra[24]. 
 

 

Ilustración 10.- Imagen hiperespectral de vejiga de rata adquirida con el microscopio 

confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 3X, esta imagen es una composición de 

tres canales en los colores rojo; donde la detección se hizo en el rango de @430 nm 

hasta @470 nm, verde; donde la detección se hizo en el rango de @470 nm hasta 

@510 nm, y azul; donde la detección se hizo en el rango de @510 nm hasta @550 nm. 
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Fluorescencia por excitación de dos fotones (TPEF) 

 
La fluorescencia por excitación de dos fotones (TPEF, two photon 

excitation fluorescence) es una señal que se puede utilizar para la 

formación de imágenes tridimensionales de muestras biológicas con alta 

resolución espacial y foto daño reducido, debido a que solo excita la 

muestra en el punto focal del láser, permitiendo obtener imágenes 

precisas de regiones específicas de la muestra[25]. 

En la TPEF, dos fotones son absorbidos simultáneamente por un 

fluoróforo, dichos fotones no necesariamente tienen el mismo nivel de 

energía, pero cumplen con la condición de excitar al fluoróforo que los 

absorbe, ver ilustración 11. La fluorescencia resultante que se genera es 

la que se utiliza para obtener información detallada sobre estructuras 

celulares y tejidos biológicos. 
 

 

Ilustración 11.- Diagrama de Jablonski de la excitación monofotónica (a) y bifotónica 

(b), que se produce cuando los fluoróforos se excitan desde el estado base hasta los 

primeros estados electrónicos. La excitación monofotónica se produce por la absorción 

de un solo fotón mientras que la excitación bifotónica se produce por la absorción de 

dos fotones. Tras cualquiera de los dos procesos de excitación, el fluoróforo se relaja 

hasta el nivel energético más bajo y el proceso de emisión de fluorescencia 

subsiguiente para ambos modos de relajación es el mismo[26]. 
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Componentes estructurales de la vejiga 

 
La vejiga es un órgano forma de saco hueco que se encuentra en la parte 

inferior del abdomen. Se mantiene en su lugar mediante ligamentos 

unidos a otros órganos y huesos pélvicos ver ilustración 12. Las paredes 

de la vejiga se relajan y expanden para almacenar orina, y se contraen y 

se aplanan para vaciar la orina a través de la uretra. 

La vejiga tiene dos tubos estrechos llamados uréteres, estos tubos son 

los encargados de transportar la orina desde los riñones hasta la vejiga. 

Los músculos en las paredes del uréter se aprietan y relajan 

continuamente forzando la orina hacia abajo, lejos de los riñones y los 

nervios en la vejiga alertan al individuo cuando es momento de vaciar la 

vejiga para eliminar la orina del cuerpo[27]. 
 

 

Ilustración 12.- Representación de la vejiga en donde se observan las capas de esta, 

los uréteres que conectan con los riñones y la próstata (solo en hombres). 
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La vejiga está compuesta por varias capas, tomando de referencia la 

ilustración 13 estas capas tienen el siguiente orden: 

Primero, en la parte más interna de la vejiga ubicamos a la capa urotelial, 

la cual está en contacto con la orina y pertenece a una sección llamada 

mucosa que es un recubrimiento conformado por células transicionales. 

Seguido se encuentra la capa suburotelial o lámina propia formada por 

tejido conectivo y que contiene vasos sanguíneos y nervios. 

En una capa consiguiente ubicamos a la capa muscular o también llamada 

capa muscularis, compuesta por musculo liso, la cual se encarga de la 

contracción y relajación de la vejiga permitiendo el almacenamiento y la 

eliminación de la orina, esta capa puede dividirse en dos secciones, el 

musculo longitudinal interno y el musculo longitudinal externo. 

Por último, en la capa más externa de la vejiga se ubica el tejido adiposo 

o capa de grasa cuya función es proteger este órgano además de otros 

órganos pélvicos[28]. 
 

 

Ilustración 13.- Representación de las capas interna de la vejiga en donde observando 

la imagen de arriba a abajo se encuentra: la capa urotelial, la capa de lámina propia, 

la capa muscular y la capa externa de grasa[27]. 
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Estructura del colágeno y la relación con tejido canceroso 

 
El colágeno es una proteína fibrosa presente en muchos tejidos, 

incluyendo la piel, los huesos, los tendones y los cartílagos ver ilustración 

14. Es un componente importante de la matriz extracelular (MEC) que 

proporciona soporte estructural y resistencia a la tensión a los tejidos. 

El colágeno de tipo I es uno de los principales componentes estructurales 

de la MEC dentro de la vejiga y forma parte de un grupo llamado 

colágenos fibrilares, en este grupo los colágenos contienen fibras y 

fibrillas altamente organizadas[29]. 

Es de gran importancia mencionar que la generación de tumores en el 

tejido epitelial suele ir acompañada de alteraciones y remodelación de la 

MEC [30]. Por lo que caracterizar el colágeno tipo I en el tejido puede 

proporcionar información para estudiar estas alteraciones. 
 

 

Ilustración 14.- Estructura  de las fibras de colágeno [31]. 
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Generación de segundo armónico (SHG) 

 
En el fenómeno óptico de SHG, una onda incidente con frecuencia ω 

interactúa con un material no centro simétrico, provocando una 

polarización no lineal que produce una onda de segundo armónico de 

frecuencia 2ω, ver ilustración 15. En el proceso de la SHG, no hay 

dispersión de fotones incidentes, sino que los fotones interactúan con el 

material no lineal para producir un nuevo fotón. Además, como no hay 

absorción de energía, la energía total de los fotones incidentes se 

conserva y se transfiere al nuevo fotón emitido[32]. 
 

 

Ilustración 15.- (a) Geometría de la generación de segundos armónicos. (b) Diagrama 
de niveles de energía que describe la generación de segundo armónico[33]. 

 

 
El uso de esta señal es capaz de proporcionar información sobre la 

estructura de varios tejidos, tales como piel, huesos y músculos. Además, 

también se ha empleado para la investigación de enfermedades como el 

cáncer y la fibrosis, gracias a su capacidad para visualizar estructuras 

intracelulares sin la necesidad de marcadores fluorescentes. 
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VI. Metodología 

 
Para la caracterización óptica de la vejiga para detección temprana de 

cáncer mediante técnicas no lineales, se hará uso de las siguientes 

técnicas de microscopia: 

 
 

Formación de imágenes hiperespectrales (HSI): El uso de esta 

técnica tiene como objetivo caracterizar la autofluorescencia de los 

principales los metabolitos presentes tanto en la vejiga como en el cáncer 

de vejiga. 

Fluorescencia por excitación de dos fotones (TPEF): Al igual que la 

HSI se aplicará esta técnica para la identificación de los metabolitos 

presentes en los tejidos, con la particular diferencia de que esta técnica 

nos permitirá caracterizarlos en profundidad. 

Generación de segundo armónico (SHG): Con el uso de esta técnica 

se identificará la distribución de las fibras de colágeno en la vejiga en las 

diferentes capas de la vejiga. Para adentrarnos en profundidad a través 

de la vejiga se utilizarán láseres infrarrojos en dos diferentes longitudes 

de onda, láser titanio-zafiro @800nm y láser de fibra Ytterbium 

@1030nm. 

 
 

Las imágenes de esta tesis fueron realizadas en grupo de investigación 

en microscopía óptica de superresolución y nanoscopía (SLN, Super- 

resolution Light Microscopy & Nanoscopy) del instituto de ciencias 

fotónicas (ICFO), en Barcelona, España, en los microscopios: 

Microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 3X: 

Microscopio comercial con la capacidad de generar imágenes en diferentes 

longitudes de onda, los rangos espectrales de los detectores pueden ser 

sintonizados libremente lo que permite generar imágenes 

hiperespectrales. 

Microscopio multimodal: 

Sistema personalizado por el grupo SLN en el cual se ha adaptado un 

microscopio invertido (Eclipse Ti, Nikon) para realizar microscopía no 

lineal, al sistema se le aplican diferentes filtros y espejos para la 

formación de imágenes con las respectivas señales de SHG y TPEF. 
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Configuración de los microscopios 

 
A continuación, se describen las configuraciones de los microscopios con 

los que cuenta el grupo de investigación SLN, el microscopio multimodal 

y el microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 3X. 

 
 

Microscopio multimodal 

 
Este sistema óptico es una adaptación del microscopio invertido Eclipse Ti 

Nikon con la finalidad de realizar microscopía no lineal ver ilustración 16. 

Usa un láser pulsado de femtosegundos. El láser se escanea con dos 

espejos galvanométricos en configuración tándem, posteriormente se 

expande con dos lentes, la primera de ellas con longitud focal de 50cm y 

la segunda con 300 cm de longitud focal. El haz se dirige a dicho objetivo 

con el uso de un espejo dicroico divisor pasa bajas (DMS 900 nm, dichroic 

mirror short pass), utilizado para dejar pasar el haz de luz generado por 

el láser titanio-zafiro correspondiente a @800 nm y reflejar el haz de luz 

generado por el láser de fibra Ytterbium correspondiente a @1030nm, 

como se puede visualizar en la ilustración 17. 

El objetivo del microscopio utilizado es un objetivo de aire de 20x de Nikon 

con una apertura numérica de 0.75, que se utiliza para enfocar el haz 

sobre la muestra. La señal SHG se detecta mediante un tubo 

fotomultiplicador (PMT, photo multiplier tube) modelo H7422-40 de 

Hamamatsu, junto con un espejo dicroico (FF665-Di01) y un filtro IR 

(FGB37-A). 

Para la detección de la señal SHG en el láser de @800 se hace uso de un 

filtro centrado en 800 nm (400/25, Thorlabs) y para el láser de @1030 se 

emplea un filtro centrado en 515 nm (515/25, Thorlabs). 

En ambos casos para la detección de la señal TPEF, dividimos el haz de 

luz con un espejo dicroico (DM 509) y utilizamos filtros para separar la 

autofluoresencia de los metabolitos NADH con un filtro (482/31, Thorlabs) 

y FAD con un filtro (540/50, Thorlabs). 

La adquisición de imágenes se realizó con un software propio basado en 

LabVIEW. 
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Ilustración 16.- Microscopio invertido Eclipse Ti Nikon adaptado para microscopia no 

lineal y equipo de adquisición de imagen. 

 

 
 

Ilustración 17.- Esquema del sistema óptico del microscopio multimodal en donde se 

puede visualizar el recorrido de los láseres infrarrojos al pasar por todo el sistema 

hasta llegar a los detectores. 
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Microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 

STED 3X 

 
La formación de imágenes con la técnica de HSI se tomaron haciendo uso 

del microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 3X, ver 

ilustración 18. Este microscopio es comercial y se basa en el microscopio 

confocal TCS SP8. El sistema incluye una fuente de láser de luz blanca en 

longitudes de onda de excitación con el rango de @470 nm a @670 nm y 

un láser semiconductor de @405 nm. 

El microscopio Leica TCS SP8 STED 3X, cuenta con 3 objetivos de 

microscopio, 10x, 63x, 100x. Está equipado con un PMT que detecta en 

dirección de la propagación de la luz en la muestra y 4 detectores en 

dirección contraria de la propagación de la luz en la muestra, 2 de ellos 

son detectores confocales híbridos Leica (HyD, hybrid detector) y los otros 

2 son detectores PMTs. 
 

 

Ilustración 18.- Microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 3X. 
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Montaje de muestras 

 
El proceso de obtención de una muestra de vejiga de rata y su posterior 

seccionamiento en diferentes grosores para su análisis en microscopio es 

un procedimiento que requiere gran cuidado y atención a los detalles, 

después de la disección la vejiga, esta se limpia y divide en dos partes 

iguales, para posteriormente montarlas entre un portaobjetos y un 

cubreobjetos, una vez realizado lo anterior, se sella la muestra y se deja 

secar antes de visualizarla al microscopio. Este proceso se encuentra 

descrito en detalle en el Apéndice ii. Una vez la muestra está lista, se 

coloca en la platina del microscopio y se asegura con pinzas, 

asegurándose de que el cubreobjetos esté orientado hacia el objetivo, de 

esta manera, se garantiza una correcta visualización. 

 
 

Análisis de imágenes 

 
Las imágenes obtenidas a diferentes profundidades de la vejiga de rata 

se analizan para identificar información relevante como las estructuras 

presentes y determinar que tanto se penetró en función de la longitud de 

onda del láser utilizado. Las imágenes adquiridas con las señales de SHG 

y TPEF son de imágenes de 512x512 píxeles, mientras que las imágenes 

de la técnica HSI son de 1048x1048 píxeles, todas las imágenes se 

procesaron con el software FIJI (ImageJ, versión 1.50i). 

Las imágenes se corrigieron con respecto al tamaño del pixel dependiendo 

del zoom utilizado. Aplicamos una a proyección máxima de intensidad en 

donde logramos observar la estructura de las fibras de colágeno. 

Optimizamos el contraste de la imagen y aplicamos filtros los cuales se 

utilizan para diferenciar los canales entre SHG (Generación de segundo 

armónico, second harmonic generation), TPEF (fluorescencia de 

excitación de dos fotones, two-photon excitation fluorescence), RFL 

(Reflexión, Reflection) o TRN (Transmisión, Transmission). 

El análisis y el procesamiento de las imágenes se encuentra detallado en 

el Apéndice iii. 
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VII. Resultados y Discusiones 

 
Visualización de las fibras de colágeno en vejiga. 

 
De las imágenes generadas mediante SHG se revela la distribución de las 

fibras de colágeno. Esto se aprecia en la ilustración 19, donde se muestra 

una vista ortogonal del stack de imágenes de SHG, estas imágenes fueron 

generadas con el láser de @1030 nm, el tamaño de pixel es de 512x512 

por imagen y la profundidad de este stack de imágenes es de 150 µm. 

Las fibras exhiben distintos patrones de distribución según la profundidad 

en la que se encuentran. 
 

Ilustración 19.- Vista ortogonal del SHG producido en una vejiga de rata, usando el 

láser @1030nm, la sección más externa marcada con una flecha representa la capa 

externa llamada la lámina propia. Imagen generada con profundidad de 150 µm a 

través de toda la vejiga. El video está en el siguiente link 

En el presente estudio, se adquirieron y recopilaron más de 100 imágenes 

de SHG. Estas imágenes adquiridas son muestras de vejigas de ratas y 

proporcionaron una amplia gama de información sobre la distribución de 

las fibras de colágeno y las estructuras celulares en este órgano. 

En la ilustración 20, podemos identificar el colágeno perteneciente a las 

capas de la mucosa y las capas muscularis, estas secciones las 

relacionamos en función de la profundidad a la que penetramos en la 

vejiga. 

https://drive.google.com/file/d/1agE7xrg9b1wC0htEOMjj4n08UJGvA3ZG/view?usp=drive_link
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Ilustración 20.- Comparación de la vista ortogonal del colágeno contra una ilustración 

que representa como están distribuidas las capas de la matriz extracelular y las capas 

muscularis, la flecha azul indica la capa de la lámina propia en donde se encuentra 

mayor cantidad de estas fibras, el stack de imágenes fue adquirido haciendo uso del 

láser de @1030 nm. 

 

 
Por debajo del epitelio, se encuentra una capa llamada lámina propia, en 

donde al realizar la adquisición de imágenes de la señal de SHG con el 

láser de @1030 nm observamos una abundante presencia de fibras de 

colágeno que se distribuyen de manera ordenada, como se puede apreciar 

en la ilustración 21. Esta disposición estructurada de las fibras otorga a 

la vejiga una mayor resistencia y capacidad de soporte en esta zona. 
 

Ilustración 21.- Colágeno de la sección donde se encuentra la lámina propia, esta 

imagen es de los primeros 3µm de una vejiga de rata completa, tomando en cuenta 

que la capa del epitelio se mira en dirección al objetivo de microscopio, para la 

generación del SHG se utilizó el láser de @1030 nm. 
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Subsecuente a la lámina propia, se encuentra la capa muscularis, esta se 

divide en dos regiones, el músculo longitudinal interno y el músculo 

longitudinal externo. De acuerdo con la profundidad a la que nos 

encontramos al observar esta distribución de fibras de colágeno, en la 

ilustración 22 se puede relacionar con el colágeno perteneciente al 

musculo longitudinal interno, en esta capa observamos que la distribución 

de las fibras sigue estando ordenada, aunque con menos cantidad de 

fibras en comparación con la capa lámina propia. 
 

 

 

 

Ilustración 22.- Fibras de colágeno relacionado con el musculo longitudinal interno, 

ubicadas a 100µm de profundidad en una vejiga de rata, tomando en cuenta que la 

capa del epitelio se mira en dirección al objetivo de microscopio, esta capa se relaciona 

con el musculo longitudinal interno debido a la profundidad a la que se encuentra. 

 

 
En marcado contraste con la capa anteriormente mencionada, al penetrar 

cerca de 140µm en esta muestra ubicamos una notable diferencia en 

cuanto a la distribución de las fibras de colágeno. En esta región, la 

organización de las fibras muestra un patrón caótico y desordenado, como 

se puede apreciar en la ilustración 23, aquí podemos relacionar esta 

sección con la capa músculo longitudinal externo de la vejiga debido a la 

profundidad en la que nos encontramos. 
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Ilustración 23.- Fibras de colágeno relacionado con el musculo longitudinal externo 

ubicada a 145µm de profundidad en una vejiga de rata, tomando en cuenta que la 

capa del epitelio se mira en dirección al objetivo de microscopio, esta capa se relaciona 

con el musculo longitudinal externo debido a la profundidad a la que se encuentra 

 

 
La profundidad en la que penetra este láser de @1030 nm, es a través de 

toda la vejiga, permitiéndonos recolectar toda la información en 

profundidad sobre la distribución de las fibras de colágeno. Esta 

disposición caótica de las fibras en el músculo longitudinal externo puede 

atribuirse a su función contráctil y el continuo estiramiento y relajación 

que experimenta durante el llenado y vaciado de la vejiga. A pesar de su 

apariencia desorganizada, este entramado de fibras contribuye a la 

elasticidad y flexibilidad necesarias para el adecuado funcionamiento de 

la vejiga en su conjunto. 

 
 

En la generación del SHG utilizando el láser de @800 nm la profundidad 

a la que penetramos fue menor a la del láser de @1030 nm como se 

aprecia en la ilustración 24. Pudiendo identificar únicamente la capa 

lamina propia. 
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Ilustración 24.- Colágeno en los primeros 3 µm de una vejiga de rata, generada con el 

láser @800 nm, tomando en cuenta que la capa del epitelio se mira en dirección al 

objetivo de microscopio esta capa la podemos relacionar con la lámina propia debido a 

la profundidad a la que se encuentra. 

 

 
Con el objetivo de organizar y gestionar de manera eficiente esta gran 

cantidad de datos, se elaboró una base de datos en formato de tablas. 

Esta base de datos contiene una variedad en muestras y parámetros, 

como la técnica óptica utilizada, la longitud de onda del láser y región de 

la vejiga analizada. Cada imagen adquirida se asoció con su respectiva 

descripción y metadatos correspondientes. Esto permitió filtrar datos 

según diferentes criterios y realizar análisis comparativos entre las 

diferentes muestras. 

 
 

Distribución de las fibras de colágeno 

 
Para visualizar la direccionalidad de las fibras de colágeno en las 

diferentes capas de la vejiga, aplicamos un complento llamado 

“direccionalidad” del software ImageJ que se usa para inferir la 

orientación preferida de las estructuras presentes en la imagen, además, 

se empleó la herramienta "histograma" del mismo software, esta 

herramienta permite representar gráficamente los niveles de intensidad 

presentes en la imagen. 
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Posteriormente, usando el programa MATLAB, se generó una 

representación gráfica en 3D que nos permite visualizar en forma de 

superficie la dirección y distribución de las fibras de colágeno a diferentes 

profundidades. Cuanto más prominente es una región en la superficie, 

indica una mayor direccionalidad de las fibras de colágeno en esa capa de 

la vejiga, como se puede apreciar en la ilustración 26. 
 

 

Ilustración 25.- Histograma de superficie en donde se representa la direccionalidad y 

distribución de las fibras de colágeno en profundidad, la alta prominencia indica mayor 

tendencia de orden de las fibras de colágeno en esa profundidad. 

 

 
El resultado de todo el analisis de direccionalidad se agrupo en una grafica 

donde se midió el ancho de la curva asociado a la direccionalidad de cada 

fibra de colágeno, agrupándolas según su profundidad correspondiente. 

Al realizar un análisis a los datos obtenidos, utilizando el concepto de 

Ancho Completo a la Mitad del Máximo (FWHM, Full Width at Half 

Maximum), se generó una gráfica que nos permite identificar la 

distribución de la dirección de las fibras de colágeno, como se muestra en 

la ilustración 27. 
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Ilustración 26.- Gráfica de distribución de la dirección en las fibras de colágeno en 

función de la profundidad a la que se encuentran. 

 

 

Visualización de los componentes metabólicos 

de la vejiga. 

 
Las técnicas de imagen del HSI y la formación de imágenes con la señal 

de TPEF, nos ha permitido realizar observaciones detalladas de las 

estructuras celulares presentes en la vejiga de rata. La combinación de 

estas dos técnicas nos brinda una visión completa y enriquecida de las 

características morfológicas y una idea de la composición bioquímica de 

las células en la vejiga. 

La adquisición de imágenes utilizando la señal de TPEF se llevó a cabo 

utilizando el microscopio multimodal adaptado con los láseres de @800 

nm y @1030 nm. 

Los resultados arrojados con el láser de @800nm nos demuestran la 

eficiencia en la que se encuentra esta longitud de onda para generar dicho 

fenómeno, tal como se muestra en la ilustración 28. 



37  

 

Ilustración 27.- Proyección máxima del stack de imágenes adquiridas con la señal de 

TPEF usando el láser de @800 nm. 

 

 
Al mismo tiempo de adquirir el stack de imágenes para TPEF, se adquirió 

la señal de SHG como se aprecia en la ilustración 29. Comparando esas 

imágenes podemos verificar que existe autofluorescencia no solo en las 

regiones donde se encuentra colágeno como observamos en la ilustración 

30. 
 

 

Ilustración 28.- Proyección máxima del stack de imágenes adquiridas con la señal de 

SHG usando el láser de @800 nm. 
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Ilustración 29.- Comparación del stack de imágenes adquiridas con las señales de SHG 

y TPEF usando el láser de @800 nm en donde se observa la diferencia existente. 

 

 
No obtuvimos resultados en la detección de TPEF utilizando el láser halite 

@1030 nm. 

 
 

Con el uso del microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP8 STED 

3X, generamos imágenes de la autofluoresencia de toda la vejiga en 

profundidad. Idealmente la longitud de onda de excitación para identificar 

los metabolitos debería ser @375 nm, sin embargo, el microscopio Leica 

cuenta con solo dos láseres, uno de ellos con longitud de onda en @405 

nm. Debido a que esta es la longitud de onda más corta con la que 

contamos en el laboratorio, todas fueron excitadas con este láser. 

Los metabolitos NADH y FAT comparten un espectro de emisión bastante 

amplio. Por lo que para poder identificar por separado NADH, FAD y el 

colágeno entre cada canal de detección, separamos 3 rangos de 

longitudes de onda en los detectores al realizar las adquisiciones. 



39  

La primera región ubicada desde @430 nm hasta @470 nm, ver 

ilustración 31. 
 

 

Ilustración 30.- Canal 1 correspondiente a la intensidad máxima en las imágenes de la 

primera región de detección del barrido que comprende desde @430 nm hasta @470 

nm, en esta región acorde a la literatura predomina la curva de excitación del NADH. 

 

 
La segunda región abarco desde @470 hasta @510 nm, ver ilustración 

32. 
 

 

Ilustración 31.- Canal 2 correspondiente a la intensidad máxima en las imágenes de la 

segunda región de detección del barrido que comprende desde @470 nm hasta @510 

nm, en esta región acorde a la literatura predomina la curva de excitación del FAD. 
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La tercera región comprendió desde @510 nm hasta @550 nm, ver 

ilustración 33. 
 

Ilustración 32.- Canal 3 correspondiente a la intensidad máxima en las imágenes de la 

tercera región de detección del barrido que comprende desde @510 nm hasta @550 nm, 

en esta región acorde a la literatura predomina la curva de excitación del colágeno. 

 

 
Por último, se realizó una composición de los tres canales para identificar 

las diferencias existentes, ver ilustración 34. 
 

Ilustración 33.- Imagen compuesta por los tres canales en donde se realizaron las 

detecciones, aquí podemos notar de manera más clara las diferencias que existe entre 

cada canal identificando presencia en el color correspondiente a cada estructura 

detectada y predominando la coloración blanca en estructuras donde se comparte 

información estructural en autofluorescencia. 
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Cabe mencionar que también se realizaron pruebas en @515 nm que es 

el equivalente a TPEF en el láser halite @1030 nm para identificar alguna 

estructura o autofluoresencia de algún metabolito, en resultado de estas 

pruebas, no se observó nada de lo mencionado por lo que no tenía sentido 

probarlo en el sistema de microscopio multimodal. 

 

 

VIII. Conclusiones 

 

A través de los experimentos presentados se realizó un análisis de la 
distribución de las fibras de colágeno en profundidad con dos láseres 

infrarrojos. 
 

Los resultados de este estudio respaldan la hipótesis inicial de que las 
técnicas ópticas, utilizando longitudes de onda específicas, pueden 

proporcionar una detección de estructuras en profundidad de la vejiga con 
el propósito de un futuro método de detección temprana y precisa del 

cáncer de vejiga. Se encontró que la longitud de onda en el espectro del 
primer infrarrojo cercano como el láser @800nm tiene una menor 

profundidad de penetración debido a su corta longitud de onda, sin 
embargo, nos proporciona información en autofluorescencia del tejido 

debido a que es óptimo en absorción y emisión de la señal TPEF. El láser 
halite @1030 nm destacó en profundidad de penetración y demostró su 

alta capacidad para generar la señal de SHG, consiguiendo de esta 

manera imágenes con información estructural del colágeno en 
profundidad, permitiéndonos caracterizar el tejido. 

 

Estos hallazgos sugieren que la detección óptica podría ser una alternativa 

prometedora a los métodos de diagnóstico invasivos actualmente 
utilizados. La relevancia de esta investigación radica en su contribución a 

la búsqueda de alternativas no invasivas y alta capacidad en profundidad 
de penetración para la detección temprana del cáncer de vejiga. 

 

La aplicación clínica de estos resultados podría tener un impacto 

significativo en la práctica médica, al proporcionarnos una primera 
información de la caracterización del tejido en profundidad. Además, este 

estudio sienta las bases de futuras investigaciones en el desarrollo de 
técnicas ópticas avanzadas y personalizadas para la detección y el 

monitoreo del cáncer de vejiga en tiempo real. 
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En conclusión, este estudio proporciona evidencia sólida sobre la 
capacidad de los métodos ópticos y la selección de longitudes de onda 

para la detección en penetración de estructuras y elementos 

autofluorescentes implicados en tejido, como lo es la vejiga de rata, estos 
hallazgos respaldan la búsqueda de enfoques no invasivos y eficientes en 

profundidad para el diagnóstico temprano del cáncer de vejiga. 

 

 

IX. Apéndices 

 
i. Interacción de la luz en tejidos biológicos 

 
La interacción de la luz con los tejidos biológicos es un fenómeno complejo 

y depende de varios factores, incluyendo la longitud de onda de la luz, la 

composición del tejido y su estructura. Los tejidos biológicos dan lugar a 

varios fenómenos, algunos de los más comunes y que estamos 

interesados en esta tesis son[34]: 

 
 

• Reflexión: Cuando la luz interactúa con un material una cierta 

cantidad de luz se refleja, esta es dependiente de la diferencia en 

los índices de refracción entre los dos medios y del ángulo de 

incidencia de la luz[35]. 

 
• Absorción: La absorción es el proceso por el cual un electrón de un 

átomo o molécula absorbe un fotón y aumenta su energía de 

manera que sube a un nivel electrónico superior[36]. 

 
• Autofluorescencia: La autofluorescencia es un fenómeno físico, en 

el que una sustancia emite luz como resultado de haber sido 

excitada por la absorción de luz de cierta longitud de onda[22]. 

 
• Esparcimiento o Scattering: Cuando los fotones interactúan con las 

partículas de un material, se producen cambios en la dirección de 

la luz y esto se conoce como esparcimiento o scattering. Este 

fenómeno ocurre en cualquier medio que esté formado por 

partículas, incluyendo el tejido biológico, donde las células e incluso 

los orgánulos que las componen pueden actuar como dispersores 

de la luz[35]. 
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ii. Preparación de muestras 

 
Nuestros colaboradores encargados, el Dr. Jesus Planaguma y la 

estudiante de doctorado Marina Cunquero, se encargaron de sacrificar a 

la rata de manera ética y siguiendo un debido protocolo. Luego, una vez 

extraída la vejiga de la rata se nos proporciona para eliminar los tejidos 

circundantes que no se requieran para el estudio. Una vez que la vejiga 

está limpia, dependiendo de si la muestra será estudiada en fresco o fijada 

aplicamos el debido procedimiento. 

Para el estudio de la vejiga fresca primero se coloca sobre una superficie 

plana y se secciona cuidadosamente a lo largo de su eje longitudinal, 

dividiéndola en dos partes sin separarla, únicamente para expandir el área 

en la que se seccionaran en grosores ver ilustración 35 e ilustración 36. 
 

 

Ilustración 34.- Seccionamiento de la vejiga completa de rata a lo largo de su eje 

longitudinal. 
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Ilustración 35.- Estiramiento de la vejiga de rata después del corte longitudinal para 

posteriormente situarla en el portaobjetos. 

 

 
Posteriormente la vejiga se introduce en agarosa para poder hacer las 

divisiones pertinentes con la herramienta llamada vibratomo que se 

encuentra en las instalaciones del ICFO, este instrumento nos permite 

cortar secciones finas y precisas de tejido con una precisión de hasta 100 

um ajustándolo a diferentes grosores de corte según lo requerido para el 

análisis. 

Para mantener la vejiga de rata encapsulada sin que sufra deformación 

por la tensión superficial, debido a que la muestra se encuentra en una 

solución salina tamponada con fosfato (PBS), se ideo el uso de una 

barrera alrededor de la muestra entre el portaobjetos y el cubreobjetos 

con capas de cinta tape doble cara que cuenta con la característica de 

tener un grosor de 100 um ver ilustración 37, se proceden a recubrir los 

bordes con esmalte transparente, evitando así, el desbordamiento del PBS 

donde se encuentra inmersa la muestra. 
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Ilustración 36.- Vejiga separada por cinta tape doble cara y recubierta con esmalte 

transparente. 

 
 

 
 

En el caso de las secciones de vejiga de rata que se fijaron, después de 

limpiar la vejiga, se envió a nuestros colaboradores del Instituto de 

investigación en biomedicina (IRB, Institute for research in biomedicine) 

los cuales realizaron las secciones con una precisión de hasta (25nm) 

obteniendo así las secciones de la vejiga con grosores de 25 um, 50 um, 

100 um y 200 um. 

Nuestra colaboradora la Dra. María Marsal se encargó de preparar las 

muestras para fijarlas, para ello procedió a aplicar formaldehído en un 

porcentaje de 10% por un tiempo de 6 horas. 

Además, la Dra. Marial Marsal se enfocó también en la tinción de las 

muestras de vejiga para identificar las siguientes características: 

 
 

• Marcador de anticuerpos contra colágeno tipo I con reactivo AF568 

• Marcador nuclear con DRAQ5 

• Marcador de actina con faloidina 
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iii. Análisis y procesamiento de imágenes 

 
Para el procesamiento de las imágenes obtenidas mediante las señales de 

SHG, TPEF y HSI, se empleó el software ImageJ. Este software permite 

manipular, mejorar y analizar imágenes en diversos formatos. Además de 

contar con una interfaz intuitiva y cómoda. 

Al ejecutar el programa ImageJ nos despliega una interfaz en la cual 

debemos cargar la imagen deseada, asegurándonos que la imagen tiene 

el formato compatible TIFF ver ilustración 38. 
 

 

Ilustración 37.- Interfaz de ImageJ en donde el stack de imágenes en formato FFT se 

abre arrastrándolo directamente o usando la opción de “open” en la sección “File”. 

 

 
Una vez abierto el stack de imágenes que deseamos procesar, se realiza 

lo siguiente: 

Delimitación de secciones: Debido a que en secciones del inicio y el 

final del stack no hay información relevante, se eliminan por completo ya 

que no tienen información para procesar. Cabe destacar que dichas 

secciones eliminadas se tenían contempladas ya que en la adquisición del 

stack queríamos obtener toda la información posible. 

Tamaño de pixel: Este depende del zoom cuando adquirimos la imagen, 

para el alto y ancho de la imagen en un zoom 1 se calibra a 0.547 y si es 

de zoom 4 se calibra a 0.136. 
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Corrección del desplazamiento de pixel: Cuando se adquiere una 

imagen en el sistema del microscopio multimodal ocurre un 

desplazamiento de pixel debido al escaneo, este se corrige cuando 

procesamos la imagen en ImageJ usando la librería “Deinterlace”. 

Proyección en Z y Contraste: Como último paso se hace una a 

proyección de máxima intensidad que crea una imagen de salida cuyos 

píxeles corresponden al valor máximo de cada posición de píxel (x, y) en 

todas las imágenes de la pila (z). Además, se optimiza el contraste de la 

imagen resultante para que se pueda visualizar mejor y aplicamos filtros, 

los cuales solo utilizamos para diferenciar los canales entre SHG 

(Generación de segundo armónico, second harmonic generation), TPEF 

(fluorescencia de excitación de dos fotones, two-photon excitation 

fluorescence), RFL (Reflexión, Reflection) o TRN (Transmisión, 

Transmission). 

Con la finalidad de optimizar tiempo de procesamiento, se elaboró un 

código en la herramienta llamada “Macro” del software ImageJ que realiza 

lo mencionado con anterioridad de manera automatizada como se observa 

en la ilustración 39. 
 

Ilustración 38.- Macro del procesamiento del stack de imágenes adquiridas. 
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