! E ’ Instituto de |
Investigacion en
Ciencias
Basicas y
Aplicadas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

CENTRO DE INVESTIGACION EN INGENIERIAS Y CIENCIAS APLICADAS

“Caracterizacion optica de la vejiga para
deteccion temprana de cancer mediante
técnicas no lineales”

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE:

Licenciado en Tecnologia con Area Terminal en Electrénica

PRESENTA:

JOHN BRANDON CARDENAS RODRIGUEZ

Directores:

Dr. Omar Palillero Sandoval
Dr. Pablo Loza Alvarez

Dr. Gustavo Castro Olvera

Sinodales:

Dr. J Jesus Escobedo Alatorre
Dr. Edgar Eduardo Antinez Cerén

Cuernavaca, Morelos septiembre 2023



I. Indice General

L. INOICE GENEIAl vttt ettt a ettt s s sttt s s s an s et s ess s arasaesenas 2
Il RESUIMEN ettt e et e e e s s e a e e e e e s s s b e et e e e e e s e ennne 3
M. ADSTIACE ..ttt s h e sttt b e b e saeesnee e 4
V. IMIOTIVACION ittt sttt et e bt e s bt e saee st e st e et e e be e beesreesaeesaneenneens 7
Deteccidn de cdncer de vejiga en estadios tempranos de manera no invasiva con éptica ............ 7
LV Y T4 olo R N =To T oo T OO U ST RPTPPPR 8
Métodos de diagndstico para el CANCEr de VEJiZa......c.ueeiieiieiiiiiiie e e e 8
Oy oI ol o] Wele Y [V o] -] o oF- FS RSP UR 9
CistOSCOPIA CON TUZ QZUL..eviiiiieiiiee ettt e e et e e e e be e e e s e bae e e e enaeeeeenreeaeeans 10
Imagen pPor resoNancia MANELICA ....ccuuuiiieiiieeeeciee e e e e e s e e e s abe e e e s abeee e snres 10
Tomografia ComMPULAriZAda......cccuviiiiiiiie e e s e e e e 11
Técnicas dépticas avanzadas no invasivas para la deteccidn del cancer de vejiga. ........cccuveeeen.eee. 13
VLT a1 Yo - I o To] Lo =4 Tot- [y SR 14
Actividad metaboilica BN VEJIZa.....uiiiciiii it rae e s 15
Componentes estructurales de [a VEJiZa ....ccovcuuiiiiccieie et 21

VI. V=1 oY Fo] o} - T- [P RROPPPRN 25
Configuracion de [0S MICIrOSCOPIOS. ...ccccuuiiieeciiieeecieee et e e e et e e et e e e e etre e e esabaeeeesasaeeeesasaeeesnaseeeaas 26
Microscopio MUIEIMOAAl ........ooiiiiiii e e et e e e e e e e ares 26
Microscopio confocal de barrido |dser Leica TCS SP8 STED 3X .....uvvvvvuvieeeiiiieeeiiieeeeeieee e 28

Y ToT o) =Y L=l e [l [ TE] o - PR 29
ANALISIS A8 IMAZENES ..eeeiieiiee ettt e e et e e e et e e e e s bt e e e e abeeeessabeeeeesabaeeeesnseeeeennsees 29
VII. RESUITATOS Y DISCUSIONES. .....uiiiieiiieeeeiieeeeeitee e eette e e eette e e eebaeeeeebaeeeeeetteeeeesteeeesseeeassssnsananns 30
Visualizacidn de las fibras de colageno en Vejiga. ......ccoocvveeiieiiie e 30
Distribucion de las fibras de COIAZENO0.......ccuvviiiiiiei e 34
Visualizacidn de los componentes metabdlicos de 1a vejiga. .....cccoecvveeeiecieei i 36
VIIL. CONCIUSIONES. ....eeeeitiieiee ettt st st e e st e s e e nee e sbe e e saseesareesneeesareesnneeenns 41
IX. Y 1= o Yo [T oY SRS UR R 42
i. Interaccion de la luz en tejidos DIOIOZICOS. .....cccccuiiiiieiieeeeeee et 42

TP o 4T o =T [ol (o] We [l g U1 o = USSPt 43
iii.  Analisis y procesamiento de IMAZENES ......c.ueiiiiciiiie it e e e e e erra e e e s earaeeeeaes 46

) R - 11 o1 (oY ={ - { = TSRO UURRR PPt 48



II. Resumen

En esta tesis se llevd a cabo una investigaciéon que demuestra el potencial
de las técnicas no lineales como herramientas de caracterizacion en
tejidos, especificamente en el caso de la vejiga, con el propdsito de
detectar el cancer de vejiga en etapas tempranas mediante métodos
opticos.

Se hace uso del laser Ti:Zaf @800nm y el laser de fibra Ytterbium
@1030nm, los cuales se encuentran en el rango del espectro
electromagnético del infrarrojo. Estos laseres cuentan con gran alcance
en penetraciéon debido a sus caracteristicas, como su longitud de onda
mas larga que la luz visible; lo que se traduce en menor energia asociada
a un fotdn, y la baja interaccidn que existe entre la luz infrarroja y los
componentes bioldgicos como los tejidos. Estos laseres generan pulsos en
femtosegundos y son utilizados en diferentes técnicas para formacion de
imagenes no lineales, especificamente para este trabajo de tesis se
emplearon para aprovechar el fendmeno de generacién de segundo
armonico (SHG, second harmonic generation) y el fendmeno de
fluorescencia por excitacion de dos fotones (TPEF, two photon excitation
fluorescence), ademas se aprovecha la asistencia de un microscopio de
barrido laser para efectuar un barrido espectral empleando la técnica de
formacién de imagenes hiperespectrales (HSI, hyperspectral imaging).

El desarrollo de esta tesis se realizd6 en los laboratorios del grupo de
investigacidn en microscopia Optica de superresolucidon y nanoscopia
(SLN, Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy) del instituto de
ciencias fotonicas (ICFO).

En este estudio se aprecia la caracterizacidon en profundidad de las fibras
de colageno y obtencion de informacién estructural en tejido de vejiga de
rata, empleando diferentes métodos de formacién de imagenes vy
longitudes de onda, dando pie a un futuro método de deteccién 6ptico no
invasivo y con alta capacidad en penetracion para el estudio de cancer de
vejiga en estadios tempranos.



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. Motivacion

Deteccion de cancer de vejiga en estadios
tempranos de manera no invasiva con oOptica

El cancer de vejiga es la cuarta malignidad mas comunmente
diagnosticada en hombres y la octava mas comun en mujeres(i]. Como en
todos los tipos de cancer, la deteccidn temprana del cancer de vejiga es
crucial para mejorar el prondstico y la supervivencia de los pacientes.

Actualmente, el diagndstico se realiza principalmente a través de pruebas
como la cistoscopia, que es una exploracion endoscépica 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 pequefias muestras de tejido de la vejiga, estas pruebas
pueden llegar a ser dolorosas y generar malestar en el paciente. Sin
embargo, la tecnologia dptica ofrece una alternativa no invasiva y
prometedora para la deteccidon temprana del cancer de vejiga.

La formacién de imagenes mediante el uso de la sefal de generacién de
segundo arménico (SHG, second harmonic generation), es una técnica de
imagen no lineal que se puede utilizar para visualizar la organizacion vy
estructura del tejido extracelular, proporcionando informacion sobre la
organizaciéon del colageno y otros componentes. Esto nos puede permitir
visualizar como se afecta la organizacion del colageno tipo I en presencia
del cancer.

Por otro lado, existen otras técnicas de formacion de imagenes que nos
permiten obtener informacién sobre la composicion bioquimica presente
en los tejidos de la vejiga y el cancer.

Una de las mas prometedoras es aprovechar la autofluorescencia que
existe en los tejidos bioldgicos con el propdsito de visualizar estructuras
y moléculas dentro de las células. Al utilizar la sefial de fluorescencia por
excitacién de dos fotones (TPEF, two photon excitation fluorescence),
empleamos esta propiedad para obtener informacidon detallada sobre
estructuras celulares y tejidos bioldgicos.



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 informacién a mayor profundidad de penetracién
que utilizando un haz de luz perteneciente a una longitud de onda en el
espectro electromagnético de luz visible.

Especificamente, la informacion que seria de interés analizar estd
relacionada con la actividad metabdlica, en las que se implican el
dinucledtido de nicotinamida y adenina reducida (NADH, nicotinamide
adenine dinucleotide) y el dinucledtido de flavina y adenina (FAD, flavin
adenine dinucleotide), en vista de que la actividad metabdlica tiene
mayor presencia en el cancer, esta herramienta podria proporcionar la
informacidon necesaria para poder identificar diferencias entre el tejido
sano y el tejido enfermo.

La segunda técnica es la formacion de imagenes hiperespectrales (HSI,
hyperspectral imaging), esta nos ofrece la posibilidad de realizar un
barrido espectral en deteccidon de la autofluoresencia del tejido, en busca
de informacion sobre los metabolitos NADH y FAD utilizando luz visible.

Las imagenes obtenidas con HSI y con la sefial de TPEF, nos pueden
ayudar a identificar estos metabolitos en el tejido y si hay diferencias
entre ellas con respecto a la actividad metabdlica existente en la vejiga.

Haciendo uso de estas tres técnicas Opticas para la formacién de
imagenes, dispondremos de informacidn que nos asistira en la
identificacidén de la correlacidn entre los patrones de autofluorescencia con
la actividad metabdlica, asi como la distribucidon en profundidad de las
fibras de colageno tipo I, abriendo camino a un futuro método de
deteccion efectivo en profundidad y no invasivo para cancer de vejiga.

V. Marco Teorico

Métodos de diagndstico para el cancer de vejiga

Para la deteccién de cancer de vejiga, existen varios métodos de
diagndstico, es importante destacar que la deteccién temprana del cancer
es crucial para un mejor prondstico y tratamiento. Los siguientes métodos
de diagndstico son de interés debido a que son los mas utilizados hoy en
dia para la deteccion del cancer 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 estandar para la deteccion de cancer de vejigajz],
ver ilustracion 1. La tasa de deteccién de la WLC tiene un porcentaje del
60% [3].

En la cistoscopia con luz blanca puede existir una pobre visualizacién
debido a la capacidad del instrumento para acceder a ubicaciones
complicadas, el tamafo del tumor y la generacién de sangrado durante la
prueba que pueden complicar un buen diagnéstico. La inflamacién en el
tejido debido a infecciones urinarias o enfermedades inflamatorias del
tracto urinario también pueden afectar y hacen dificil distinguir entre la
inflamacién y tumores.

Estos factores que afectan la precisidn del diagndstico junto a la presencia
de lesiones como displasias severas; las cuales son células anormales en
el tejido no necesariamente cancerosas, hacen posible la generacion de
falsos positivos en las pruebas de WLC[s], incrementando la posibilidad de
que pueda ocurrir una extirpaciéon incompleta y mayores tasas de
recurrencia.

Ilustracion 1.- Imagen de vejiga durante una cistoscopia con luz blanca, en el centro se encuentran células
anormales las cuales son dificiles de identificar a simple vista[5].



Cistoscopia con luz azul

La cistoscopia con luz azul (BLC, blue light cystoscopy) es una técnica de
diagndstico que, en conjunto con el agente fluorescente
hexaminolevulinato (HAL/Cysview/Hexvix), sirve para mejorar la
deteccion de tumores en vejiga[6], ver ilustracién 2, en comparacién con
la WLC. Esta técnica requiere colocar la solucién 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 podrian haber pasado desapercibidos en una cistoscopia de
luz blanca[7].

Ilustracion 2.- Imagen del cancer 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 obtencién de imagenes por Resonancia Magnética (MRI) actualmente
es un método prometedor el cual asiste en la localizacién y la evaluacién
del cancer ya que proporciona informacién valiosa sobre la ubicacién
exacta del tumor y su extensién, ver ilustracion 3. Ademas, debido a su
alta resolucién espacial de alto contraste, se puede identificar el cancer
en algun drgano adyacente detectando asi la presencia de metastasisis].
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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, asi como la posibilidad que el paciente
pueda desarrollar una reaccién alérgica a estos[o]. Ademas en el uso de la
MRI, no siempre se puede distinguir entre tumores malignos o
enfermedad benigna, lo que podria dar lugar falso positivo(o.

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

Tomografia Computarizada

La tomografia computarizada (CT, computed tomography), en concreto la
urografia por tomografia computarizada (CTU, Computed tomography
urography), es un método de imagen utilizado para diagnosticar y
estadificar tumores malignos uroteliales y la localizacion, estadificaciéon y
deteccion de metastasis a distancia[ii) ver ilustracion 4.

Debido a que la CT usa rayos X, la cual es radiacidn ionizante, esta técnica
tiene el potencial de causar efectos bioldgicos no deseados en el tejido
vivo. A pesar de que el riesgo de desarrollar cancer por la exposicidn a la
radiacion de rayos X es generalmente pequefo, es un riesgo que aumenta
con el nUmero de exposiciones sumadas a lo largo de la vida del paciente.
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Ademas, este método de diagnostico 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 temporalj12].

Ilustracion 4.- Imagen tomada con la técnica CT aplicada a un hombre adulto de 74 afios para identificar un
carcinoma urotelial, asistiéndose de una inyeccién de bolo dividido (Split-bolus injection) que es un agente
de contraste utilizado para mejorar la visualizacién de estructuras en los érganos, el simbolo "*" indica la
ubicacién del tumor en la vejiga[10].

Estos son algunos de los métodos mas utilizados para la identificacion de
cancer 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 penetracion al igual que la
BLC se ve altamente limitada a una visualizacién superficial.

Estas limitaciones nos motivan a buscar un método no invasivo, que logre
mejorar en profundidad de penetracion y evite el uso de agentes
marcadores, induciéndonos a reflexionar sobre el uso de métodos épticos,
asi con este enfoque, podremos abordar adecuadamente estas
limitaciones.
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Técnicas opticas avanzadas no invasivas para la
deteccion del cancer de vejiga.

Aprovechando la caracteristica de los tejidos bioldgicos para emitir luz
autofluorescente, se pueden utilizar diversas técnicas O6pticas para
obtener imagenes de alta resolucion y estudiar la estructura vy
organizacién de los tejidos, Apéndice i.

Gracias a las ventanas bioldgicas que existen con respecto a la absorcion
y el esparcimiento de la luz en los tejidos, podemos identificar ciertas
regiones en el espectro infrarrojo donde los tejidos tienen una menor
absorcién y esparcimiento de la luz, lo que permite que la luz penetre mas
profundamente en el tejido.

La formacién de imagenes mediante el uso de la sefial de generacién de
segundo armédnico es especialmente (til para visualizar la estructura de
tejidos sin la necesidad de utilizar marcadores fluorescentes. Esta técnica
permite estudiar la organizacion del coldgeno presente en la vejiga, asi
como otros tejidos bioldgicos.

La formacién de imagenes mediante el uso de la sefial de TPEF y la técnica
Optica de HSI, son las herramientas indicadas para adquirir imagenes con
informacion sobre la actividad metabdlica del tejido. Con la ventaja de
que utilizando la sefal de TPEF ganaremos profundidad de penetracién.
La diferencia en la profundidad entre estas técnicas opticas para adquirir
imagenes, es debido a que en la senal de TPEF la muestra es excitada por
un laser con longitud de onda en regién de luz infrarroja, a comparacién
de la técnica 6ptica de HSI en donde la muestra se excita con un haz de
luz con longitud de onda en regidn de luz visible.

En conjunto, estas técnicas Opticas son herramientas poderosas que nos
posibilitan el estudio de tejidos bioldgicos como la vejiga, otorgando
informacion detallada estructural de la vejiga y la actividad metabdlica
existente.
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Ventanas bioldgicas

En general cuando un fotén interactia con un tejido pueden ocurrir tres
fendmenos los cuales son: reflexion, transmisién o absorcién. En el caso
en donde es absorbido, su energia se transfiere a una molécula o atomo.

Durante este proceso de absorcidon, en el caso en que este sea un
fluoréforo, el foton deja de existir y el fluoroforo se excita, lo que puede
dar lugar a una reaccidon fotoquimica o a la disipacién de la energia en
forma de calor o emisién de luz[13].

Las ventanas bioldgicas se refieren a un conjunto de rangos del espectro
electromagnético donde la absorcion tiene minimos 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)(i4] , En la
ilustracion siguiente se compara la absorcién de las propiedades épticas
generales pertenecientes a los tejidos bioldgicos, ver ilustracion 5.

Coeficiente de absorcion (em™!)

1000 1500 2000 2500
Longitud de onda (nm)

500

Ilustracién 5.-Grafica tomada y modificada del sitio web https://omlic.org/, los autores
originales de esta ilustracion son un conjunto de cientificos que llevaron a cabo esta
recopilacion de datos. La grafica compara la absorcion de las propiedades dpticas
generales pertenecientes a los tejidos bioldgicos (agua, oxihemoglobina,
desoxihemoglobina, melanina, grasa y dispersion en piel)[15].

14


https://omlc.org/

En las ventanas bioldgicas descritas NIR I, II y III, existe un decaimiento
con respecto a las curvas de absorcion de la luz por el agua y la
hemoglobina en los tejidos bioldgicos. Esto se aprovecha a favor de
obtener mejor adquisicion de imagen debido a que existe mayor cantidad
de luz para ser colectada por los detectores. Cabe mencionar que, de
acuerdo con esta informacion, se pude pensar en trabajar con laseres a
mayores longitudes de onda, pertenecientes por ejemplo a la III ventana
bioldgica, que permitan penetrar a mayor profundidad en el tejido,
perdiendo la menor cantidad posible de luz debido a la absorcion bioldgica
de los tejidos.

Actividad metabdlica en vejiga

Los fluoréforos enddgenos mas comunes utilizados para la caracterizacion
de tejidos bioldgicos incluyen aminoacidos aromaticos (tirosina, triptéfano
y fenilalanina), proteinas estructurales (elastina, colagenos),
componentes lipidicos, porfirinas, y cofactores metabdlicos enzimaticos
como el dinucleétido de nicotinamida adenina reducido (NADH,
nicotinamide adenine dinucleotide) y el dinucledtido de flavina adenina
(FAD, flavin adenine dinucleotide)) [16), ver ilustracidon 6.
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Ilustracion 6.- Grafica que compara la intensidad de la fluorescencia con respecto a la
longitud de onda con la que se excita cada fluoréforo enddégeno individual, se
presentan los perfiles espectrales tipicos de emision de autofluorescencia [17].
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El NADH y el FAD controlan las reacciones redox celulares, el metabolismo
energético y las anomalias mitocondriales en diferentes condiciones
fisiopatoldgicas(is], por lo que analizando estos metabolitos es posible
realizar deteccion de los cambios en las propiedades funcionales de
células y tejidos como la vejiga.

Una de las caracteristicas que tienen estos metabolitos es que en las
curvas de emisidon se superponen. Lo que observamos en la ilustracion 7
son las curvas de excitacion y emision, en las cuales, para poder realizar
una deteccidon independiente de estos metabolitos, se lleva a cabo una
division en tres secciones en la curva de emisidn, la primera ubicada en
el rango de @430 nm hasta @470 nm, la segunda seccién comprende un
rango de @470 nm a @510 nm y la tercera seccién desde @510 nm hasta
@550 nm.
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Ilustracion 7.- Espectros de excitacion y emision de los componentes metabdlicos
NADH y FAD la secciéon azul indica la superposicion de estas curvas[i9].

16



Metabolitos implicados en el cancer (NADH y FAD)

La fosforilacidn oxidativa es un proceso metabdlico importante que utiliza
energia liberada por la oxidacion de nutrientes para producir ATP. En este
proceso, el NADH actia 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 interrupcién en este
proceso, se produce una acumulacion de NADH dentro de las células.
Afortunadamente, las propiedades fluorescentes del NADH y su cofactor
metabdlico FAD, que actla 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
mas altos que las células sanas debido al aumento del NADH celular, ver
ilustracion 8. Medir la actividad del ETC y detectar cambios metabdlicos
drasticos en células y tejidos, proporciona informacion que puede ser
importante para el diagndstico de enfermedades como el cancer(2o].
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Ilustracién 8.- Comparacion de los procesos metabdlicos en células sanas y en células
con cancerizi].
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Autofluorescencia

La autofluorescencia es un fendmeno fisico, en el que una sustancia emite
luz como resultado de haber sido excitada por la absorcidon de luz de cierta
longitud de ondal22]. Este fendmeno ocurre porque la energia de la luz de
excitacion es absorbida por los electrones de las moléculas de la
sustancia, lo que provoca su excitacidon a niveles de energia superiores.
Cuando estos electrones vuelven a sus niveles de energia mas bajos,
emiten luz que puede ser detectada y utilizada para estudiar la sustancia.
Una forma de representar este fendmeno es con un diagrama de
Jablonski, ver Ilustracién 9.
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Ilustracién 9.- Fendmeno de fluorescencia representado por el diagrama de Jablonski.
La absorcion de la luz (azul) hace que un electrén pase a un nivel de mayor energia.
Tras permanecer en este estado excitado, el electrén vuelve a su estado base y el
fluoréforo disipa el exceso de energia emitiendo un foton (verde)z3.

La autofluorescencia ha sido de especial interés en diversos estudios
clinicos, ya que el uso de la fluorescencia enddgena para la caracterizacion
de tejidos no requiere la administracion de un agente de contraste.
Ademas, la autofluorescencia puede proporcionar informacién en tiempo
real y permitir la visualizacidén de tejidos en situaciones clinicas donde la
obtencidn de una biopsia puede ser dificil o invasiva.
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Formacion de imagenes hiperespectrales (HSI)

La formacidn de imagenes hiperespectrales es una técnica Optica en la
que se captura la respuesta espectral de una muestra en diferentes
longitudes de onda ver ilustracién 10, lo que proporciona informacién
detallada sobre la composicion bioquimica y las caracteristicas de la
muestra en cuestion.

Las imagenes espectrales recogen informacion de tres dimensiones: dos
espaciales (x, y) y una espectral (A), lo que da como resultado un
conjunto de datos (X, y, A) que suele denominarse cubo de datos|24].

Un microscopio confocal hiperespectral es una variante del microscopio
confocal que utiliza una técnica de espectroscopia para adquirir
informacidn 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 dispersién 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 muestraj2a].

Ilustracion 10.- Imagen hiperespectral de vejiga de rata adquirida con el microscopio
confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED 3X, esta imagen es una composicion de
tres canales en los colores rojo; donde la deteccién se hizo en el rango de @430 nm
hasta @470 nm, verde; donde la deteccion se hizo en el rango de @470 nm hasta
@510 nm, y azul; donde la deteccién se hizo en el rango de @510 nm hasta @550 nm.
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Fluorescencia por excitacion de dos fotones (TPEF)

La fluorescencia por excitacion de dos fotones (TPEF, two photon
excitation fluorescence) es una sefal que se puede utilizar para la
formacidon de imagenes tridimensionales de muestras bioldgicas con alta
resolucion espacial y foto dafio reducido, debido a que solo excita la
muestra en el punto focal del laser, permitiendo obtener imagenes
precisas de regiones especificas de la muestra(zs].

En la TPEF, dos fotones son absorbidos simultaneamente por un
fluoréforo, dichos fotones no necesariamente tienen el mismo nivel de
energia, pero cumplen con la condicién de excitar al fluoréforo que los
absorbe, ver ilustracidon 11. La fluorescencia resultante que se genera es
la que se utiliza para obtener informacién detallada sobre estructuras
celulares y tejidos bioldgicos.

Primer estado
electronico
excitado

A
Excitacion ‘-,171 Emision  Excitacion Emisign

del fotdn de fotén de fotones de foton
VAAG. VAAAG, m VWA
Excitacion Emisién de  Excitacion de Emision de
de un foton fluorescencia dos fotones A fluorescencia
Estados
Y Y vibracionales
Estado electrdnico
’!.r‘_ de reposo ’]_r\'

{a) (b}

Ilustracion 11.- Diagrama de Jablonski de la excitacion monofotdnica (a) y bifotdnica
(b), que se produce cuando los fluoréforos se excitan desde el estado base hasta los
primeros estados electrénicos. La excitacion monofoténica se produce por la absorcién
de un solo fotén mientras que la excitacion bifotdénica se produce por la absorcion de
dos fotones. Tras cualquiera de los dos procesos de excitacion, el fluordforo se relaja
hasta el nivel energético mas bajo y el proceso de emision de fluorescencia
subsiguiente para ambos modos de relajacion es el mismojzs].
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Componentes estructurales de la vejiga

La vejiga es un érgano forma de saco hueco que se encuentra en la parte
inferior del abdomen. Se mantiene en su lugar mediante ligamentos
unidos a otros organos y huesos pélvicos ver ilustracion 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 rinones hasta la vejiga.
Los musculos en las paredes del uréter se aprietan y relajan
continuamente forzando la orina hacia abajo, lejos de los rifiones y los
nervios en la vejiga alertan al individuo cuando es momento de vaciar la
vejiga para eliminar la orina del cuerpoj27].
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Ilustracién 12.- Representacion de la vejiga en donde se observan las capas de esta,
los uréteres que conectan con los rifiones y la prostata (solo en hombres).
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La vejiga estd compuesta por varias capas, tomando de referencia la
ilustracién 13 estas capas tienen el siguiente orden:

Primero, en la parte mas interna de la vejiga ubicamos a la capa urotelial,
la cual esta en contacto con la orina y pertenece a una seccion llamada
mucosa que es un recubrimiento conformado por células transicionales.

Seguido se encuentra la capa suburotelial o lamina propia formada por
tejido conectivo y que contiene vasos sanguineos 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
contraccion y relajacion de la vejiga permitiendo el almacenamiento y la
eliminacion de la orina, esta capa puede dividirse en dos secciones, el
musculo longitudinal interno y el musculo longitudinal externo.

Por ultimo, en la capa mas externa de la vejiga se ubica el tejido adiposo
0 capa de grasa cuya funcidn es proteger este 6rgano ademas de otros
organos pélvicos[28].

Revestimiento de I3
vejiga con células
transicionales

Lamina propia con
vasos sanguineos

Capa muscular gruesa

Capa de grasa

Ilustracién 13.- Representacion de las capas interna de la vejiga en donde observando
la imagen de arriba a abajo se encuentra: la capa urotelial, la capa de lamina propia,
la capa muscular y la capa externa de grasajz7).
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Estructura del colageno y la relacion con tejido canceroso

El coldgeno es una proteina fibrosa presente en muchos tejidos,
incluyendo la piel, los huesos, los tendones y los cartilagos ver ilustracién
14. Es un componente importante de la matriz extracelular (MEC) que
proporciona soporte estructural y resistencia a la tensién a los tejidos.

El colageno de tipo I es uno de los principales componentes estructurales
de la MEC dentro de la vejiga y forma parte de un grupo llamado
colagenos fibrilares, en este grupo los coldagenos contienen fibras y
fibrillas altamente organizadas(29].

Es de gran importancia mencionar que la generacién de tumores en el
tejido epitelial suele ir acompafiada de alteraciones y remodelacién de la
MEC [30]. Por lo que caracterizar el coladgeno tipo I en el tejido puede
proporcionar informacidon para estudiar estas alteraciones.
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Ilustracion 14.- Estructura de las fibras de colageno 31).
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Generacion de segundo armoénico (SHG)

En el fendomeno optico de SHG, una onda incidente con frecuencia w
interactia con un material no centro simétrico, provocando una
polarizacién no lineal que produce una onda de segundo armoénico de
frecuencia 2w, ver ilustracion 15. En el proceso de la SHG, no hay
dispersion de fotones incidentes, sino que los fotones interactian con el
material no lineal para producir un nuevo fotén. Ademas, como no hay
absorcion de energia, la energia total de los fotones incidentes se
conserva y se transfiere al nuevo foton emitido32).
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Ilustracién 15.- (a) Geometria de la generacion de segundos armdnicos. (b) Diagrama
de niveles de energia que describe la generacion de segundo armonicoj33j.

El uso de esta sefial es capaz de proporcionar informacion sobre la
estructura de varios tejidos, tales como piel, huesos y musculos. Ademas,
también se ha empleado para la investigacion de enfermedades como el
cancer y la fibrosis, gracias a su capacidad para visualizar estructuras
intracelulares sin la necesidad de marcadores fluorescentes.
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VI. Metodologia

Para la caracterizacion optica de la vejiga para deteccidn temprana de
cancer mediante técnicas no lineales, se hara uso de las siguientes
técnicas de microscopia:

Formacion de imagenes 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 cancer
de vejiga.

Fluorescencia por excitacion de dos fotones (TPEF): Al igual que la
HSI se aplicard esta técnica para la identificacion de los metabolitos
presentes en los tejidos, con la particular diferencia de que esta técnica
nos permitira caracterizarlos en profundidad.

Generacion de segundo armonico (SHG): Con el uso de esta técnica
se identificara la distribucién de las fibras de colageno en la vejiga en las
diferentes capas de la vejiga. Para adentrarnos en profundidad a través
de la vejiga se utilizaran laseres infrarrojos en dos diferentes longitudes
de onda, laser titanio-zafiro @800nm vy laser de fibra Ytterbium
@1030nm.

Las imagenes de esta tesis fueron realizadas en grupo de investigacion
en microscopia Optica de superresolucién y nanoscopia (SLN, Super-
resolution Light Microscopy & Nanoscopy) del instituto de ciencias
fotonicas (ICFO), en Barcelona, Espaina, en los microscopios:

Microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED 3X:
Microscopio comercial con la capacidad de generar imagenes en diferentes
longitudes de onda, los rangos espectrales de los detectores pueden ser
sintonizados libremente lo que permite generar imagenes
hiperespectrales.

Microscopio multimodal:

Sistema personalizado por el grupo SLN en el cual se ha adaptado un
microscopio invertido (Eclipse Ti, Nikon) para realizar microscopia no
lineal, al sistema se le aplican diferentes filtros y espejos para la
formacién de imagenes con las respectivas sefiales de SHG y TPEF.
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Configuracion de los microscopios

A continuacién, se describen las configuraciones de los microscopios con
los que cuenta el grupo de investigacion SLN, el microscopio multimodal
y el microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED 3X.

Microscopio multimodal

Este sistema Optico es una adaptacion del microscopio invertido Eclipse Ti
Nikon con la finalidad de realizar microscopia no lineal ver ilustracién 16.
Usa un laser pulsado de femtosegundos. El laser se escanea con dos
espejos galvanométricos en configuracion tandem, 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 laser titanio-zafiro correspondiente a @800 nm vy reflejar el haz de luz
generado por el laser de fibra Ytterbium correspondiente a @1030nm,
como se puede visualizar en la ilustracién 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 sefal 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 deteccion de la sefial SHG en el laser de @800 se hace uso de un
filtro centrado en 800 nm (400/25, Thorlabs) y para el laser de @1030 se
emplea un filtro centrado en 515 nm (515/25, Thorlabs).

En ambos casos para la deteccion de la sefial 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 adquisicidn de imagenes se realizé con un software propio basado en
LabVIEW.
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Ilustracién 16.- Microscopio invertido Eclipse Ti Nikon adaptado para microscopia no
lineal y equipo de adquisicion de imagen.
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Ilustracién 17.- Esquema del sistema Optico del microscopio multimodal en donde se
puede visualizar el recorrido de los laseres infrarrojos al pasar por todo el sistema
hasta llegar a los detectores.
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Microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8
STED 3X

La formacidon de imagenes con la técnica de HSI se tomaron haciendo uso
del microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED 3X, ver
ilustracién 18. Este microscopio es comercial y se basa en el microscopio
confocal TCS SP8. El sistema incluye una fuente de laser de luz blanca en
longitudes de onda de excitacidén con el rango de @470 nm a @670 nm y
un laser semiconductor de @405 nm.

El microscopio Leica TCS SP8 STED 3X, cuenta con 3 objetivos de
microscopio, 10x, 63x, 100x. Esta equipado con un PMT que detecta en
direccidon de la propagacion de la luz en la muestra y 4 detectores en
direccidon contraria de la propagaciéon de la luz en la muestra, 2 de ellos
son detectores confocales hibridos Leica (HyD, hybrid detector) y los otros
2 son detectores PMTs.

Ilustracién 18.- Microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED 3X.
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Montaje de muestras

El proceso de obtencién de una muestra de vejiga de rata y su posterior
seccionamiento en diferentes grosores para su analisis en microscopio es
un procedimiento que requiere gran cuidado y atencién a los detalles,
después de la diseccién 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 esta lista, se
coloca en la platina del microscopio y se asegura con pinzas,
asegurandose de que el cubreobjetos esté orientado hacia el objetivo, de
esta manera, se garantiza una correcta visualizacion.

Analisis de imagenes

Las imagenes obtenidas a diferentes profundidades de la vejiga de rata
se analizan para identificar informacion relevante como las estructuras
presentes y determinar que tanto se penetrd en funcion de la longitud de
onda del laser utilizado. Las imagenes adquiridas con las senales de SHG
y TPEF son de imagenes de 512x512 pixeles, mientras que las imagenes
de la técnica HSI son de 1048x1048 pixeles, todas las imagenes se
procesaron con el software FIJI (Image], version 1.50i).

Las imagenes se corrigieron con respecto al tamafo del pixel dependiendo
del zoom utilizado. Aplicamos una a proyeccién maxima de intensidad en
donde logramos observar la estructura de las fibras de colageno.
Optimizamos el contraste de la imagen y aplicamos filtros los cuales se
utilizan para diferenciar los canales entre SHG (Generacion de segundo
armonico, second harmonic generation), TPEF (fluorescencia de
excitacién de dos fotones, two-photon excitation fluorescence), RFL
(Reflexidon, Reflection) o TRN (Transmision, Transmission).

El analisis y el procesamiento de las imagenes se encuentra detallado en
el Apéndice iii.
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VII. Resultados y Discusiones

Visualizacion de las fibras de colageno en vejiga.

De las imagenes generadas mediante SHG se revela la distribucion de las
fibras de coldgeno. Esto se aprecia en la ilustracion 19, donde se muestra
una vista ortogonal del stack de imagenes de SHG, estas imagenes fueron
generadas con el laser de @1030 nm, el tamafo de pixel es de 512x512
por imagen y la profundidad de este stack de imagenes es de 150 ym.
Las fibras exhiben distintos patrones de distribucidn segun la profundidad
en la que se encuentran.

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

laser @1030nm, la seccion mas externa marcada con una flecha representa la capa

externa llamada la lamina propia. Imagen generada con profundidad de 150 um a
través de toda la vejiga. El video esta en el siguiente link

En el presente estudio, se adquirieron y recopilaron mas de 100 imagenes
de SHG. Estas imagenes adquiridas son muestras de vejigas de ratas y
proporcionaron una amplia gama de informacién sobre la distribuciéon de
las fibras de colageno vy las estructuras celulares en este érgano.

En la ilustracién 20, podemos identificar el colageno perteneciente a las
capas de la mucosa y las capas muscularis, estas secciones las
relacionamos en funciéon de la profundidad a la que penetramos en la
vejiga.

30
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Ilustracion 20.- Comparacion de la vista ortogonal del coldgeno contra una ilustracion
gue representa como estan distribuidas las capas de la matriz extracelular y las capas
muscularis, la flecha azul indica la capa de la lamina propia en donde se encuentra
mayor cantidad de estas fibras, el stack de imagenes fue adquirido haciendo uso del
laser de @1030 nm.

Por debajo del epitelio, se encuentra una capa llamada Idmina propia, en
donde al realizar la adquisicion de imagenes de la sefial de SHG con el
laser de @1030 nm observamos una abundante presencia de fibras de
colageno que se distribuyen de manera ordenada, como se puede apreciar
en la ilustracién 21. Esta disposicion estructurada de las fibras otorga a
la vejiga una mayor resistencia y capacidad de soporte en esta zona.

Ilustracion 21.- Colageno de la seccion donde se encuentra la lamina propia, esta
imagen es de los primeros 3um de una vejiga de rata completa, tomando en cuenta
qgue la capa del epitelio se mira en direccion al objetivo de microscopio, para la
generacion del SHG se utilizé el laser de @1030 nm.
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Subsecuente a la lamina propia, se encuentra la capa muscularis, esta se
divide en dos regiones, el musculo longitudinal interno y el musculo
longitudinal externo. De acuerdo con la profundidad a la que nos
encontramos al observar esta distribucion de fibras de colageno, en la
ilustracién 22 se puede relacionar con el coladgeno perteneciente al
musculo longitudinal interno, en esta capa observamos que la distribucion
de las fibras sigue estando ordenada, aunque con menos cantidad de
fibras en comparacion con la capa lamina propia.

Ilustracién 22.- Fibras de colageno relacionado con el musculo longitudinal interno,
ubicadas a 100um de profundidad en una vejiga de rata, tomando en cuenta que la
capa del epitelio se mira en direccion 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 140um en esta muestra ubicamos una notable diferencia en
cuanto a la distribucién de las fibras de colageno. En esta regién, la
organizacién de las fibras muestra un patrén caético y desordenado, como
se puede apreciar en la ilustracion 23, aqui podemos relacionar esta
seccion con la capa musculo longitudinal externo de la vejiga debido a la
profundidad en la que nos encontramos.
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Ilustracién 23.- Fibras de colageno relacionado con el musculo longitudinal externo
ubicada a 145um de profundidad en una vejiga de rata, tomando en cuenta que la
capa del epitelio se mira en direccion 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 laser de @1030 nm, es a través de
toda la vejiga, permitiéndonos recolectar toda la informaciéon en
profundidad sobre la distribucion de las fibras de colageno. Esta
disposicién caodtica de las fibras en el musculo longitudinal externo puede
atribuirse a su funcidén contractil y el continuo estiramiento y relajaciéon
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 generacion del SHG utilizando el laser de @800 nm la profundidad
a la que penetramos fue menor a la del laser de @1030 nm como se
aprecia en la ilustracion 24. Pudiendo identificar Unicamente la capa
lamina propia.
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Ilustracién 24.- Colageno en los primeros 3 um de una vejiga de rata, generada con el
laser @800 nm, tomando en cuenta que la capa del epitelio se mira en direccion al
objetivo de microscopio esta capa la podemos relacionar con la ldmina 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 elabord una base de datos en formato de tablas.
Esta base de datos contiene una variedad en muestras y parametros,
como la técnica déptica utilizada, la longitud de onda del laser y region de
la vejiga analizada. Cada imagen adquirida se asocidé con su respectiva
descripcién y metadatos correspondientes. Esto permitié filtrar datos
segun diferentes criterios y realizar analisis comparativos entre las
diferentes muestras.

Distribucion de las fibras de colageno

Para visualizar la direccionalidad de las fibras de colageno en las
diferentes capas de la vejiga, aplicamos un complento Illamado
“direccionalidad” del software Imagel que se usa para inferir la
orientacion preferida de las estructuras presentes en la imagen, ademas,
se empled la herramienta "histograma" del mismo software, esta
herramienta permite representar graficamente los niveles de intensidad
presentes en la imagen.
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Posteriormente, usando el programa MATLAB, se generd una
representacion grafica en 3D que nos permite visualizar en forma de
superficie la direccidon y distribucion de las fibras de colageno a diferentes
profundidades. Cuanto mas prominente es una regidon en la superficie,
indica una mayor direccionalidad de las fibras de coldgeno en esa capa de
la vejiga, como se puede apreciar en la ilustracion 26.

Ilustracién 25.- Histograma de superficie en donde se representa la direccionalidad y
distribucion de las fibras de colageno en profundidad, la alta prominencia indica mayor
tendencia de orden de las fibras de colageno en esa profundidad.

El resultado de todo el analisis de direccionalidad se agrupo en una grafica
donde se midid el ancho de la curva asociado a la direccionalidad de cada
fibra de colageno, agrupandolas segun su profundidad correspondiente.

Al realizar un analisis a los datos obtenidos, utilizando el concepto de
Ancho Completo a la Mitad del Maximo (FWHM, Full Width at Half
Maximum), se generd una grafica que nos permite identificar Ia
distribucién de la direccién de las fibras de coldgeno, como se muestra en
la ilustracién 27.
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FWHM

Profundidad

Ilustracion 26.- Grafica de distribucion de la direccion en las fibras de colageno en
funcién de la profundidad a la que se encuentran.

Visualizacion de los componentes metabolicos
de la vejiga.

Las técnicas de imagen del HSI y la formaciéon de imagenes con la sefial
de TPEF, nos ha permitido realizar observaciones detalladas de las
estructuras celulares presentes en la vejiga de rata. La combinacion de
estas dos técnicas nos brinda una visién completa y enriquecida de las
caracteristicas morfoldgicas y una idea de la composicion bioquimica de
las células en la vejiga.

La adquisicion de imagenes utilizando la sefial de TPEF se llevd a cabo
utilizando el microscopio multimodal adaptado con los laseres de @800
nmy @1030 nm.

Los resultados arrojados con el laser de @800nm nos demuestran la
eficiencia en la que se encuentra esta longitud de onda para generar dicho
fendmeno, tal como se muestra en la ilustracion 28.
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Ilustracion 27.- Proyeccion maxima del stack de imagenes adquiridas con la sefial de
TPEF usando el laser de @800 nm.

Al mismo tiempo de adquirir el stack de imagenes para TPEF, se adquirio
la sefal de SHG como se aprecia en la ilustracién 29. Comparando esas
imagenes podemos verificar que existe autofluorescencia no solo en las

regiones donde se encuentra coldgeno como observamos en la ilustracién
30.

Ilustracién 28.- Proyeccion maxima del stack de imdgenes adquiridas con la sefal de
SHG usando el laser de @800 nm.
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Ilustracion 29.- Comparacion del stack de imagenes adquiridas con las sefiales de SHG
y TPEF usando el laser de @800 nm en donde se observa la diferencia existente.

No obtuvimos resultados en la deteccion de TPEF utilizando el laser halite
@1030 nm.

Con el uso del microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP8 STED
3X, generamos imagenes de la autofluoresencia de toda la vejiga en
profundidad. Idealmente la longitud de onda de excitacién para identificar
los metabolitos deberia ser @375 nm, sin embargo, el microscopio Leica
cuenta con solo dos laseres, uno de ellos con longitud de onda en @405
nm. Debido a que esta es la longitud de onda mas corta con la que
contamos en el laboratorio, todas fueron excitadas con este laser.

Los metabolitos NADH y FAT comparten un espectro de emisién bastante
amplio. Por lo que para poder identificar por separado NADH, FAD y el
colageno entre cada canal de deteccién, separamos 3 rangos de
longitudes de onda en los detectores al realizar las adquisiciones.
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La primera region ubicada desde @430 nm hasta @470 nm, ver
ilustracion 31.

Ilustraciéon 30.- Canal 1 correspondiente a la intensidad maxima en las imagenes de la
primera region de deteccion del barrido que comprende desde @430 nm hasta @470
nm, en esta region acorde a la literatura predomina la curva de excitacion del NADH.

La segunda regidon abarco desde @470 hasta @510 nm, ver ilustracion
32.

Ilustracién 31.- Canal 2 correspondiente a la intensidad maxima en las imagenes de la
segunda region de deteccion del barrido que comprende desde @470 nm hasta @510
nm, en esta regién acorde a la literatura predomina la curva de excitacion del FAD.
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La tercera region comprendié desde @510 nm hasta @550 nm, ver
ilustracion 33.

Ilustracién 32.- Canal 3 correspondiente a la intensidad méxima en las imagenes de la
tercera region de deteccion del barrido que comprende desde @510 nm hasta @550 nm,
en esta region acorde a la literatura predomina la curva de excitacion del colageno.

Por ultimo, se realiz6 una composicién de los tres canales para identificar
las diferencias existentes, ver ilustracién 34.

Ilustracion 33.- Imagen compuesta por los tres canales en donde se realizaron las
detecciones, aqui podemos notar de manera mas clara las diferencias que existe entre
cada canal identificando presencia en el color correspondiente a cada estructura
detectada y predominando la coloracién blanca en estructuras donde se comparte
informacidn 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 Iaser halite @1030 nm para identificar alguna
estructura o autofluoresencia de algin metabolito, en resultado de estas
pruebas, no se observd nada de lo mencionado por lo que no tenia sentido
probarlo en el sistema de microscopio multimodal.

VIII. Conclusiones

A través de los experimentos presentados se realizd un analisis de la
distribucién de las fibras de colageno en profundidad con dos laseres
infrarrojos.

Los resultados de este estudio respaldan la hipodtesis inicial de que las
técnicas Opticas, utilizando longitudes de onda especificas, pueden
proporcionar una deteccion de estructuras en profundidad de la vejiga con
el propdsito de un futuro método de deteccion temprana y precisa del
cancer de vejiga. Se encontré que la longitud de onda en el espectro del
primer infrarrojo cercano como el laser @800nm tiene una menor
profundidad de penetracién debido a su corta longitud de onda, sin
embargo, nos proporciona informacién en autofluorescencia del tejido
debido a que es dptimo en absorcion y emisidén de la sefial TPEF. El laser
halite @1030 nm destacd en profundidad de penetracién y demostro su
alta capacidad para generar la senal de SHG, consiguiendo de esta
manera imagenes con informacidon estructural del colageno en
profundidad, permitiéndonos caracterizar el tejido.

Estos hallazgos sugieren que la deteccidn optica podria ser una alternativa
prometedora a los métodos de diagndstico invasivos actualmente
utilizados. La relevancia de esta investigacion radica en su contribucién a
la busqueda de alternativas no invasivas y alta capacidad en profundidad
de penetracion para la deteccion temprana del cancer de vejiga.

La aplicacidn clinica de estos resultados podria tener un impacto
significativo en la practica médica, al proporcionarnos una primera
informacion de la caracterizacion del tejido en profundidad. Ademas, este
estudio sienta las bases de futuras investigaciones en el desarrollo de
técnicas Opticas avanzadas y personalizadas para la deteccion y el
monitoreo del cancer de vejiga en tiempo real.
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En conclusion, este estudio proporciona evidencia sdlida sobre la
capacidad de los métodos opticos y la seleccion de longitudes de onda
para la deteccibn en penetracion de estructuras y elementos
autofluorescentes implicados en tejido, como lo es la vejiga de rata, estos
hallazgos respaldan la busqueda de enfoques no invasivos y eficientes en
profundidad para el diagndstico temprano del cancer de vejiga.

IX. Apéndices

i. Interaccion de la luz en tejidos biologicos

La interaccion de la luz con los tejidos bioldgicos es un fendmeno complejo
y depende de varios factores, incluyendo la longitud de onda de la luz, la
composicion del tejido y su estructura. Los tejidos bioldgicos dan lugar a
varios fendmenos, algunos de los mas comunes y que estamos
interesados en esta tesis son34]:

e Reflexiéon: Cuando la luz interactia con un material una cierta
cantidad de luz se refleja, esta es dependiente de la diferencia en
los indices de refracciéon entre los dos medios y del angulo de
incidencia de la luz3s].

e Absorcidn: La absorcidn es el proceso por el cual un electrén de un
atomo o molécula absorbe un fotdn y aumenta su energia de
manera que sube a un nivel electrénico superiorss].

e Autofluorescencia: La autofluorescencia es un fendmeno fisico, en
el que una sustancia emite luz como resultado de haber sido
excitada por la absorcion de luz de cierta longitud de ondap22].

e Esparcimiento o Scattering: Cuando los fotones interactlan con las
particulas de un material, se producen cambios en la direccion de
la luz y esto se conoce como esparcimiento o scattering. Este
fendmeno ocurre en cualquier medio que esté formado por
particulas, incluyendo el tejido bioldgico, donde las células e incluso
los organulos que las componen pueden actuar como dispersores
de la luz[35].
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. Preparacion 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
extraida 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
esta limpia, dependiendo de si la muestra sera 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, Unicamente para expandir el area
en la que se seccionaran en grosores ver ilustracion 35 e ilustracién 36.

Ilustracién 34.- Seccionamiento de la vejiga completa de rata a lo largo de su eje
longitudinal.
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Ilustracion 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 precisién de hasta 100
um ajustandolo a diferentes grosores de corte segun lo requerido para el
analisis.

Para mantener la vejiga de rata encapsulada sin que sufra deformacién
por la tensién superficial, debido a que la muestra se encuentra en una
solucion 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 caracteristica de
tener un grosor de 100 um ver ilustracién 37, se proceden a recubrir los
bordes con esmalte transparente, evitando asi, el desbordamiento del PBS
donde se encuentra inmersa la muestra.
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Ilustracion 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 envido a nuestros colaboradores del Instituto de
investigacién en biomedicina (IRB, Institute for research in biomedicine)
los cuales realizaron las secciones con una precision de hasta (25nm)
obteniendo asi las secciones de la vejiga con grosores de 25 um, 50 um,
100 umy 200 um.

Nuestra colaboradora la Dra. Maria Marsal se encargé de preparar las
muestras para fijarlas, para ello procedié a aplicar formaldehido en un
porcentaje de 10% por un tiempo de 6 horas.

Ademas, la Dra. Marial Marsal se enfocd también en la tincién de las
muestras de vejiga para identificar las siguientes caracteristicas:

e Marcador de anticuerpos contra coldageno tipo I con reactivo AF568
e Marcador nuclear con DRAQS
e Marcador de actina con faloidina
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Analisis y procesamiento de imagenes

Para el procesamiento de las imagenes obtenidas mediante las sefales de
SHG, TPEF y HSI, se empled el software Imagel. Este software permite
manipular, mejorar y analizar imagenes en diversos formatos. Ademas de
contar con una interfaz intuitiva y comoda.

Al ejecutar el programa Imagel nos despliega una interfaz en la cual
debemos cargar la imagen deseada, asegurandonos que la imagen tiene
el formato compatible TIFF ver ilustracion 38.

Lookin: [T Process ] e @k File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

- ME oo/« Ao m|d| o

*Rectangle®, rounded rect or rotated rect (alt or long click to switch)
Quick access
FFT_trash Histograms_and...  pre:

IIII

Desktop
Process SHG ~ MAX_processed.. MAX processed... MAX_processed.

MAX processed... MAX_processed... MAX_processed... MAX_processed...

w|g| 4] a|cH>

Libraries

@

This PC
=

Network

[Traers I [ e PSS Y

File name: [ = LJ
Flesoftype:  [AlFles () I =

Ilustracion 37.- Interfaz de Imagel en donde el stack de ima'genes en formato FFT se
abre arrastrandolo directamente o usando la opcidon de “open” en la seccién “File”,

Una vez abierto el stack de imagenes que deseamos procesar, se realiza
lo siguiente:

Delimitacion de secciones: Debido a que en secciones del inicio y el
final del stack no hay informacién relevante, se eliminan por completo ya
que no tienen informacién para procesar. Cabe destacar que dichas
secciones eliminadas se tenian contempladas ya que en la adquisicién del
stack queriamos obtener toda la informacién posible.

Tamano 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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Correccion 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 Image] usando la libreria “Deinterlace”.

Proyeccion en Z y Contraste: Como Ultimo paso se hace una a
proyeccion de maxima intensidad que crea una imagen de salida cuyos
pixeles corresponden al valor maximo de cada posicién de pixel (x, y) en
todas las imagenes de la pila (z). Ademas, 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
(Generacién de segundo armonico, second harmonic generation), TPEF
(fluorescencia de excitacidn de dos fotones, two-photon excitation
fluorescence), RFL (Reflexién, Reflection) o TRN (Transmision,
Transmission).

Con la finalidad de optimizar tiempo de procesamiento, se elabord un
codigo en la herramienta llamada “Macro” del software Imagel que realiza
lo mencionado con anterioridad de manera automatizada como se observa
en la ilustracion 39.

b - .
5 process_allijm.ijm

de_42 10 _e1_1@stp”
name(name) ;

c=3;

5=24;

//px=08.136; //zoom 4
px=0.547; //zoom 1

18  run("Properties...”, "channels="+c+" slices="+s+" frames=1 unit=um pixel_width="+px+" pixel height="+px+" voxel_depth=1");

12 | //save RAW

saveAs ("Tiff", ""+path+"RAW/"+name+".tif");

run("Deinterlace ", "method=[Evan field only]");
"Deinterlace ", "method=[0dd field only

20 | //save process
eAs("Tiff", ""+path+"Process/"+name+".tif");

23 // cuando es uno no usar el gruped y quitar un close

n("Grouped Z Project...", "projection=[Max Intensity] group=56");
2 n("mpl-inferno”);
n("Enhance Contrast”, “"saturated=0.35");

eAs("Tiff", ""+path+"/Process/MAX_

run("Scale Bar...", "wi

saveAs("Ipeg”, ""

ylor=White background=None location=[Lower Right] overlay");

ose();

lose();

Ilustracién 38.- Macro del procesamiento del stack de imagenes adquiridas.
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