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RESUMEN:

Se ha desarrollado un microscopio de fluorescencia no lineal aplicado al analisis de tejidos
biolégicos. El uso de luz infrarroja y la incorporacion de un sistema de barrido y una unidad
contadora de fotones permiten el registro de imagenes de alta resolucion, incluso en capas
profundas de las muestras. La sefial registrada corresponde a fluorescencia endogena y las
muestras analizadas no necesitan preparacion previa (fijado y tefiido). La naturaleza autoconfocal
del fenomeno no lineal permite el seccionado optico de los tejidos, asi como la reconstruccion de
imagenes tridimensionales. Se muestran imagenes de fluorescencia no lineal en muestras
vegetales y animales. Se ha puesto especial énfasis en el analisis de las diferentes capas del tejido
retiniano localizando las posibles fuentes de fluorescencia intrinseca.

Palabras clave: Microscopia No Lineal, Fluorescencia a Dos Fotones, Retina.
ABSTRACT:

A non-linear fluorescence microscope has been developed for the analysis of biological tissues.
The use of infrared light and the combination of a scanning unit and photon counting allows in-
depth high resolution imaging. The registered fluorescent signal is intrinsic, and then fixation and
staining procedures are not required. The autoconfocality on the non-linear phenomena allows
optical sectioning and volume rendering recontruction of tissues under analysis. Non-linear
fluorescent images of a number of vegetal and animal tissues are shown. A special attention has
been paid to the sources of intrinsic fluorescence in the different layers of retinal tissues.
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1. Introduccién

En microscopia cada vez se hacen mas necesarios
sistemas capaces de distinguir estructuras
bioloégicas complicadas con mayor contraste y
resolucion. Sin embargo, debido a que la mayoria
de los tejidos biologicos estdn constituidos
basicamente por agua, la utilizacion de métodos
convencionales de microscopia no siempre permite
discernir entre los distintos elementos adyacentes.
La busqueda de nuevas alternativas constituye un
campo de investigacion dinamico, destacando
técnicas basadas en el barrido laser confocal (del
inglés confocal scanning laser microscopy, CSLM).

Sin embargo, en las ultimas décadas se ha
experimentado un gran desarrollo de nuevas
técnicas de microscopia que permiten la obtencion
de imagenes de alta resolucion aprovechando
diferentes fenomenos fisicos que se producen a
nivel molecular en tejidos biolodgicos [1-3]. Entre
ellas cabe destacar la microscopia multifotonica que
se esta convirtiendo en un importante complemento
a la ya tradicional microscopia confocal en campos
como la Biologia o Biomedicina donde la alta
resolucion 'y la adquisicion de imagenes
tridimensionales juegan un papel esencial en el
desarrollo de la investigacion.

En el presente articulo se presenta el microscopio
no lineal desarrollado en el Laboratorio de Optica
de la Universidad de Murcia. Se muestran algunos
ejemplos de imagenes de fluorescencia no-lineal
(multifoténica) obtenidas en diferentes muestras
bioldgicas, haciendo especial hincapi¢ en los
tejidos retinianos de muestras animales, algunos de
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los cuales no aparecen con anterioridad en la
literatura.

2. Métodos
2a. Teoria: microscopia a dos fotones

La fluorescencia es un proceso por el que una
molécula, también llamada fluordéforo, emite un
foton tras haber sido excitada previamente por la
absorcion de otro foton de mayor energia. La
molécula sufre un proceso a tres pasos: excitacion,
conversion interna de energia y emision, que puede
repetirse indefinidamente mientras dicha molécula
conserve su estructura original. Sin embargo es
posible que ciertos enlaces sometidos a “tensiones”
resulten dafados dando lugar a lo que se conoce
como blanqueado de la molécula (photobleaching
en inglés) y provocando una perdida de la
capacidad de la molécula de emitir fluorescencia.

Bajo ciertas circunstancias es posible llevar a
cabo el proceso de excitacion de la molécula
mediante la absorciéon casi simultanea (~107' s) de
dos o mas fotones de baja energia en lugar de la
absorcion de un unico fotdn de gran energia. Este

fenomeno se conoce con el nombre de
fluorescencia no lineal o fluorescencia de
excitacion  multifotonica 'y  fue  predicho

tedricamente en 1931 por Goppert-Mayer [4]. Un
foton excita el fluoroforo desde su estado relajado
hacia un estado intermedio virtual, mientras que el
segundo foton finalmente excita la molécula hasta
su estado excitado real.

Aunque en condiciones normales estas
transiciones multifotonicas son poco probables, es
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posible el desarrollo de microscopios basados en
este efecto mediante la utilizacion de una fuente de
iluminacion adecuada. En concreto esto fue posible
a partir de 1990 [5], gracias a la utilizacion laseres
de pulsos ultracortos, con pulsos en el rango de
femtosegundos y frecuencias de repeticion de
decenas de MHz. En estas condiciones
experimentales se puede alcanzar una alta densidad
de fotones, aumentando de esta forma la
probabilidad de absorcion simultanea de dos
fotones. Esto permite por ejemplo, que la absorcion
simultanea de dos fotones infrarrojos excite una
transicion molecular correspondiente a energias en
el rango del UV. El uso de radiacion infrarroja es
una ventaja, sobre todo en aplicaciones biologicas y
médicas, ya que la radiacion UV puede afectar
seriamente a los tejidos irradiados. Ademas el uso
de luz infrarroja permite penetrar mas
profundamente dentro de los tejidos biologicos
(~700 micras), debido a la débil absorcion del agua
a estas longitudes de onda y la reduccion del
scattering tipo Rayleigh.

Sin lugar a dudas, la ventaja principal de la
microscopia multifotonica consiste en que debido a
su naturaleza no lineal, la probabilidad de absorcion
depende cuadraticamente de la intensidad de
excitacion, y por tanto solo serd posible en un
pequeiio volumen (< 1 femtolitro) alrededor del
punto focal (autoconfocalidad). Comparado con la
fluorescencia lineal, donde la fluorescencia se
produce a lo largo de todo el camino de
iluminacion, las técnicas de microscopia no lineal
permiten la reduccion de los efectos adversos como
fototoxicidad y blanqueado de los fluoréforos a
dicho volumen focal. El registro de la sefial de
fluorescencia es mas eficiente, lo que resulta
beneficioso para el estudio de tejidos que
habitualmente contienen altos niveles de scattering.
Dado que la senal de fluorescencia se genera en un
volumen reducido, toda la sefial detectable se puede
registrar sin importar el camino 6ptico seguido por
dichos fotones, mejorando la relacion sefial-ruido.
Debido a esta autoconfocalidad el disefio del
microscopio se simplifica, pues se elimina la
necesidad de tener un pinhole delante del detector
para eliminar la luz proveniente de fuera del foco.
Finalmente, también permite la obtencion de
reconstrucciones tridimensionales de una forma
sencilla, a partir de la coleccion de imagenes a
diferentes planos, con una alta resolucion axial (~2
micras) y lateral (~400 nm).

Opt. Pura Apl. 43 (1) 9-15 (2010)

“11 -

2b. Sistema experimental

Se ha desarrollado un microscopio no lineal cuyo
esquema se muestra en la Fig. 1. Su estructura es
flexible y permite modificaciones para su
adaptabilidad en diferentes condiciones
experimentales que puedan surgir. Como soporte se
utiliz6 un microscopio invertido (Nikon TE2000-U)
modificado adecuadamente. La fuente de luz fue un
haz colimado procedente de un laser de Titanio-
Zafiro de pulsos ultracortos (Mira 900f, Coherent,
St. Clara, CA, USA), que genera pulsos de 120 fs a
una frecuencia de 76 MHz y una potencia media
maxima de 1 Watio. Esta fuente es sintonizable de
tal forma que la longitud de onda de la luz emitida
(Min) puede variar de forma controlada entre 700 y
980 nm. La combinacion de dos espejos
galvanométricos no resonantes produce un barrido
en el plano XY. El control del foco en la direccion
Z se llevé acabo con un motor DC, que ademas
permite el barrido de la muestra en profundidad.
Para la focalizacion del haz laser se han utilizado
objetivos de distancia de trabajo larga (20x,
NA=0.5 y 100x, NA=0.8).

Fig. 1. Esquema del microscopio (no lineal) a 2 fotones.

La seiial de fluorescencia no lineal producida en
la muestra se recoge en modo reflexion con el
mismo objetivo y atraviesa un espejo dicroico (ED)
que separa la longitud de onda de excitacion (Ai,)
de la de fluorescencia (Ao >Ai/2). La luz pasa un
filtro paso alta y llega al sistema de registro
formado por un tubo fotomultiplicador (TFM) con
una unidad contadora de fotones. Todo el sistema
estd totalmente automatizado y controlado por
ordenador a través de un software especialmente
disefiado en nuestro laboratorio. Aunque la
dimensién del barrido sobre la muestra y la
velocidad de registro se pueden modificar, la
configuraciéon utilizada permite el registro de
imagenes de 250%250 pixeles a 1 Hz. La potencia
de la luz en el plano de la muestra fue entre 2 y 10
mW dependiendo del tipo de muestra utilizada.
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Se han utilizado diferentes muestras biologicas:
hojas de plantas y pétalos de flores, y tejidos
oculares, tales como un ojo compuesto de polilla y
retinas ex-vivo de ojos de cerdo y vaca.

En particular, los globos oculares de cerdo y vaca
utilizados en este estudio se obtuvieron de un
matadero local y fueron extraidos unos minutos tras
la  muerte del animal. Seguidamente se
transportaron al laboratorio para su analisis en un
contenedor con solucion salina. Una vez en el
laboratorio, se separaron la cornea, el iris y el
cristalino para extraer la retina, que también se
separ6 del epitelio pigmentario (RPE, del inglés
retinal pigment epithelium). La retina se colocé en
un contenedor especial usado como porta-objetos
cuyo parte inferior es una ventana de 170 um de
espesor. Dicho contenedor estaba lleno de solucion
salina para evitar la deshidratacion de las muestras
durante el tiempo que duran las medidas.
Dependiendo del tipo de experimento, sobre el
porta se colocd, bien la retina neurosensorial, bien
el RPE (adherido de forma natural a la coroides y la
esclera). Los tejidos ni se fijaron ni se tifieron, de
forma que toda la sefial registrada corresponde a la
propia autofluorescencia. Solamente la muestra de
la Fig. 5 que sirve como test, se fijo y tiiod.

3. Resultados

Para caracterizar el sistema experimental y testar su
correcto funcionamiento, se comenzo con el
analisis de varias muestras vegetales. En estas
muestras la molécula fluorescente es
principalmente la clorofila, responsable de la
fotosintesis, asi como de otros pigmentos no
especificados [6].

En las Fig. 2(a-b) se muestran imagenes de
fluorescencia no lineal correspondientes a una hoja
de palmera, donde puede apreciarse su estructura
fibrilar. Mientras que la Fig. 2(a) muestra un area
de 420x420 um? la Fig. 2(b) presenta un area de
210x210 pm? con la misma resolucion. La técnica
es capaz de visualizar los cloroplastos, los
organelos de las células vegetales con una alta
concentracion de clorofila y un tamafio entre 2 y 5
pm. En la Fig. 2(c) se presenta la imagen de
fluorescencia a dos fotones correspondiente a una
hoja de arbusto de jardin, donde se observa una
estructura completamente diferente a la mostrada en
la Fig. 2(a). En la Fig. 2(d) aparece la imagen de
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obtenida a partir de un pétalo de la flor de la misma
planta.

(b)

Fig. 2. Imagenes de autofluorescencia en diferentes
muestra biolégicas: hoja de palmera con 420x420 um?® (a)
y 210x210 um® (b); hoja (c) y pétalo de la flor (d) de una
planta de jardin con 420x420 pum®.

Fig. 3. (a-d) Imagenes de fluorescencia no lineal del
nervio de una hoja; (e-f) reconstrucciones 3D.
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Para mostrar las posibilidades de reconstruccion
tridimensional de estructuras se ha analizado el
nervio de la hoja de una planta (Fig. 3). La imagen
3D se ha generado a partir de 50 imagenes en
planos separados 5 pm entre si, mediante la
utilizacion del motor DC. Las Fig. 3(a-d) muestran
las imagenes obtenidas para cuatro planos
diferentes, donde pueden apreciarse las células que
forman la epidermis asi como rizomas en el
interior. En las Fig. 3(e-f) se presenta Ila
reconstruccion 3D desde dos  perspectivas
diferentes (vistas superior e inferior).

La Fig. 4 muestra la imagen de un ojo de polilla.
Los segmentos que forman el ojo compuesto emiten
una sefial de autofluorescencia elevada. Las Fig.
4(a-d) muestran el efecto autoconfocal de forma
muy grafica: para cada posicion del foco solamente
se registra la sefial procedente de ese plano focal,
sin que contribuyan a la misma los planos
adyacentes. Esto permite la reconstruccion 3D
detallada del ojo compuesto (Fig. 4(e)), para lo que
se han utilizado 30 imagenes en planos separados 5
pm entre si. Finalmente la Fig. 4(f) muestra una
imagen de autofluorescencia de alta resolucion
obtenida con el objetivo 100x, donde se puede
observar la forma hexagonal de cada uno de los
segmentos.

Como aplicacion directa del instrumento
desarrollado se ha estudiado la generacion de senal
de fluorescencia no lineal en tejidos retinianos de
cerdos y vacas. La retina es un tejido transparente
situado en la parte posterior del globo ocular que
limita en su parte mas interna (membrana limitante
interna) con el cuerpo vitreo y en su parte mas
externa con la coroides (y ésta con la esclera).
Tiene una estructura compleja y estd compuesta por
varias capas interconectadas [7].

Como primera aproximacidon para testear la
eficacia del microscopio en este tipo de muestras se
analizo un corte histoldgico de una retina de conejo.
La muestra corresponde a una seccion de 5 um de
espesor de retina fijada y tefiida, colocada entre un
portaobjetos y un cubreobjetos. El resultado se
muestra en la Fig. 5. En la imagen se pueden
observar claramente la estructura de las diferentes
capas que conforman la retina, asi como la coroides
y la esclera.

Los resultados que siguen corresponden a
muestras de retinas sin fijar ni tefiir con lo cual toda
la sefial no lineal registrada y mostrada corresponde
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a la fluorescencia endégena de la propia muestra.
Practicamente todas las capas de la retina muestran
autofluorescencia debida a moléculas fluorescentes
particulares en cada caso como se explica a
continuacion. Se iran mostrando imagenes de
fluorescencia a dos fotones de las diferentes capas
de la retina yendo desde la zona maés interna a la
mas externa. Mientras no se diga lo contrario, todas
las imagenes se han registrado con el objetivo 20x.

(b)

Fig. 4. Ojo compuesto de polilla. Imagenes de
fluorescencia no lineal en diferentes planos (a-d);
reconstruccion 3D del ojo compuesto (e); imagen de alta
resolucion de los segmentos del ojo compuesto obtenido
con objetivo 100x ().

Fig. 5. Retina de conejo fijada y teflida con hematoxilina.
Imagen una seccion transversal (XZ) registrada con el
microscopio a 2 fotones.
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Las Fig. 6(a-b) muestran la estructura retiniana
mas interna que emite fluorescencia no lineal y que
correspondiente a la capa de fibras nerviosas. Estas
fibras cubren la retina y se dirigen hacia la cabeza
del nervio 6ptico. Sus dimensiones oscilan entre 0.2
y 3.9 um de didmetro, aunque suelen aparecen
agrupadas en haces de 10 a 40 um de didmetro [8].
Los vasos sanguineos o capilares que irrigan la
retina se encuentran justamente debajo de estas
fibras nerviosas. En las Fig. 6(c-d) se puede
apreciar que la fluorescencia que emiten es notable.
Esta se debe fundamentalmente a las células tanto
epiteliales como endoteliales de las paredes de los
capilares, asi como la elastina y el colageno [9].

Si se continua registrando imagenes de secciones
de la retina hacia dentro, se llega a la capa de
células ganglionares (Fig. 7(a)). En esta zona la
sefal de fluorescencia procede del citoplasma de las
células, mientras que el nucleo no muestra sefal
alguna. Dicha  fluorescencia se  atribuye
fundamentalmente a dos fuentes localizadas en las
mitocondrias de las células: las flavoproteinas y en
particular el pigmento amarillo de la flavina
adenina dinucledtido (FAD, del inglés flavin
adenine dinucleotide) [10,11] y los nucleotidos
pirimidimicos NAD(P)H [11]. El hecho de poder
registrar imagenes de las células ganglionares sin
que se hayan tefiido previamente, puede ser esencial
para aplicaciones clinicas y concretamente en el
estudio del glaucoma. Esta patologia ocular es una
de las causas de ceguera mas extendida en el
mundo (después de las cataratas) y afecta al 68
millones de personas en todo el mundo, el 10% de
las cuales son ciegas [12]. El resultado de la pérdida
progresiva de este tipo de células solamente se
puede detectar en etapas muy avanzadas de la
patologia cuando los tratamientos simplemente
pueden ya ralentizar la pérdida de vision.

La Fig. 7(b) corresponde a la imagen de
autofluorescencia de la capa nuclear externa. Las
Fig. 7(c-d) muestran la distribucion espacial de los
fotorreceptores (capa retiniana mas externa),
concretamente las sefiales no lineales de los
segmentos internos y externos. El segmento interno
tanto de los conos como de los bastones contiene
los organulos (estructuras suspendidas en el
citoplasma) y el nucleo de la célula, y el segmento
externo contiene los pigmentos. Asi las fuentes de
autofluorescencia en el segmento interno procede
del NAD(H)P citoplasmatico y de las flavinas
mitocondriales, mientras que en el externo es
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debida al todo-trans retinol [13] que se produce
durante el ciclo visual.

i
4
b
H
'
\
'

Fig. 6. Iméagenes de autofluorescencia de la capa de
fibras nerviosas de la retina de cerdo (a) y vaca (b) y en
capilares retinanos de cerdo (¢) y vaca (d). Las
dimensiones son 210x210 pm?.

Fig. 7. Imagenes de fluorescencia a dos fotones en las
diferentes capas de la retina de cerdo: células
ganglionares (a); capa nuclear externa (b); segmentos
internos (c) y externos de los fotorreceptores (d). Las
dimensiones de todas imagenes son 210x210 um?.
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Finalmente, en la Fig. 8 se presentan imagenes de
células individuales del RPE. Tanto el patron
hexagonal de células RPE como granulos
individuales de lipofuscina son la principal fuente
de autofluorescencia y emiten a una longitud de
onda de alrededor de 550 nm [14]. Estos granulos
tienen un tamafio aproximado de 1 pum y son un
residuo de la funcion digestiva de las células RPE.
Su excesiva acumulacion cerca de la membrana
celular estd normalmente asociado a un mayor
riesgo de degeneracion macular.

Fig. 8. Mosaico de células RPE en el cerdo (izquierda) y
en la vaca (derecha) obtenidas con un objetivo 100x. Las
dimensiones son 42x42 um®.

4. Conclusiones

Se ha construido un microscopio no lineal y se ha
mostrado su potencial para el estudio de diversas
muestras  biologicas, incluyendo estructuras
oculares ex-vivo. Debido a las caracteristicas de esta
técnica se pueden obtener imagenes de alta
resolucion de una forma rapida practicamente
inocua para el tejido estudiado. Es importante
destacar que las muestras no han precisado de
ningln tratamiento o manipulacion especial y que
las sefiales de fluorescencia se han obtenido a partir
de la excitacion de elementos intrinsecos. La
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incorporacion, actualmente en desarrollo, de
sistemas para la correcciéon y/o manipulacion del
frente de onda, permitirdn el aumento de la
resolucion lateral. Aunque actualmente las técnicas
de microscopia multifotonica no pueden aplicarse a
0jos en vivo, éstas presentan un enorme potencial
como herramientas de diagnostico y monitorizacion
de patologias oculares, tales como glaucoma,
degeneracion  macular, queratocono, o el
seguimiento post-operatorio de cirugias.
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