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1. INTRODUCCION

“Puedes observar mucho con tan sélo ver”
—Lawrence Peter “Yogi” Berra.

La microscopia Optica es una técnica que aprovecha la luz para resolver objetos a
escalas de micrometros. Con ésta ha sido posible visualizar estructuras celulares 'y
subcelulares!. Ademas, ha permitido el entendimiento de la dinamica bioquimica
dentro de las células. Sin embargo, muchas de las técnicas de microscopia
desarrolladas hasta la actualidad no han sido capaces de medir en células vivas los
cambios inducidos por el propio metabolismo de la célula, por lo que histéricamente
se ha optado por técnicas biogquimicas que pierden contexto estructural y temporal?.

El uso de agentes externos como sondas de monitoreo puede comprometer
los resultados observados ya que, al introducirse al ambiente celular, se genera una
respuesta derivada del proceso de homeostasis®. Es preferible, por tanto, usar
sustancias nativas de las células como sondas.*#%46

En esta investigacion, se presenta un sistema de microscopia de tiempo de
vida de fluorescencia (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM por sus
siglas en inglés) para estudios estructurales con base en la colocalizacion del
dinucledtido reducido de Adenina y Nicotinamida (NADH) y el dinucledtido oxidado
de Adenina y Flavina (FAD), ambos nativos de la célula. Estas moléculas participan
como coenzimas en diversas reacciones metabolicas y estan localizados
mayoritariamente en las mitocondrias de las células®®. Esta técnica es una
combinacion de la microscopia confocal de fluorescencia, con un sistema de
deteccion que permite hacer mediciones de fluorescencia resuelta en tiempo como
puede ser el Cronometraje de Arribo de Fotones Individuales® (Single-Photon
Timing, SPT, por sus siglas en inglés)’%,

El tiempo de vida de fluorescencia de un fluoroéforo es una propiedad
fisicoquimica que no depende de la concentracion de éste; sin embargo, es afectada
por el microambiente en el que se encuentre el croméforo fluorescente!®. Por lo que
permite establecer un mapa de tiempos de vida cuya informacion incluya el contexto
estructural dentro de las células?'?.

Hasta donde se sabe, esta técnica no se ha utilizado especificamente para hacer
estudios de colocalizaciébn con estas dos moléculas, pues existe una enorme
variedad de cromoforos fluorescentes exdgenos con alta afinidad para varias
estructuras sub celulares. Por ejemplo, la familia de pigmentos MitoTracker®.4°

* En 2007, la UIQPA publicé un reporte técnico® en el que indica que, a pesar de que histéricamente
la técnica se conoce como “conteo de fotones individuales correlacionados en tiempo” (TCSPC, por
sus siglas en inglés), la version correcta debe ser “cronometraje” (timing, en inglés). En este informe
se toma en cuenta esa indicacion.

—
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En microscopia confocal, la colocalizacion de dos (o més) fluoroforos se refiere
a dos situaciones distintas: a la localizacion las sondas fluorescentes en un mismo
espacio dentro de la imagen (pixel), o a una funcion estadistica que describe cémo
se relacionan las intensidades de las sefiales observadas de estas sustancias. En
este trabajo de investigacion se exploran ambas caracteristicas con base en las
sefiales de los croméforos nativos NADH y FAD. Por un lado, la sola sefial de
fluorescencia de ambos permite localizarlas dentro de una region especifica de la
célula viva. Ademas, las diferencias observadas en el tiempo de vida de
fluorescencia promedio exhibidas por ambos croméforos se corresponde con la
dindmica redox que sufren estas sustancias debidas al propio metabolismo de la
célula.

Por lo tanto, la colocalizacién de NADH y FAD es importante, ya que permitiria
prescindir del uso de fluoréforos exdgenos, los cuales son una fuente importante de
error en el estudio metabolomico de la célula viva, pues su uso esta condicionando
el comportamiento de las células.




2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Esta investigacion inicia la exploracion del uso de cromoforos nativos de
células para estudios estructurales de colocalizacion de NADH y FAD. Hasta donde
sabemos, la sefial de estos dos compuestos no se ha utilizado con este propdsito
especifico, siendo parte de una metodologia estandar el uso de fluoréforos externos.
Para ello, es imprescindible instalar un sistema de Microscopia de Tiempo de Vida
de Fluorescencia con el fin de llevar a cabo estudios de colocalizacion dentro de
zonas diferenciadas de la célula a través un mapa de tiempos de vida de los
croméforos nativos NADH y FAD para establecer un protocolo que evite el uso de
fluor6foros exdgenos en estudios de metabolomica en células vivas.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e El sistema de Microscopia de Tiempo de Vida requiere un entendimiento de la
teoria Optica involucrada en la Microscopia Confocal y de las técnicas de
fluorescencia resueltas en tiempo, de tal manera que es necesario la
identificacion de los principales componentes épticos y electrénicos necesarios
para la instalacion y mejora continua del sistema de microscopia FLIM.

e Los croméforos que se estudiaran —NADH, FAD— tienen caracteristicas
fotofisicas que los hacen candidatos versatiles para los objetivos de esta
investigacion; sin embargo, sus sefiales de fluorescencia estan muy cercanos
entre si, por lo que se debe determinar —con sus espectros de fluorescencia
estatica— los filtros Opticos necesarios para separar sus sefales de emision.

e Con el sistema disefiado para esta investigacion se detectaran las sefales de
fluorescencia de las formas libres y asociadas de NADH y FAD en células vivas.
Con estos datos se cuantificara la correlacion posicional de estos compuestos
de acuerdo con los cambios observados en los tiempos de vida de fluorescencia
exhibidas por estos compuestos.

e Con el fin de verificar la posible correlacién de las sefiales de los tiempos de
vida de fluorescencia de NADH y FAD se debe tomar en cuenta, como control,
el uso de un cromoéforo comercial para distinguir compartimientos subcelulares.
Ademas, derivado de que esta investigacion explora el uso de la técnica FLIM,
es importante medir el tiempo de vida de fluorescencia de este marcador para
establecer una metodologia de colocalizacién de NADH y FAD exclusivamente,
ut supra.

e Estainvestigacion es relevante en el area de la biologia celular ya que permitiria
establecer metodologias estandar en metabol6mica, farmacologia, toxicologia,
etc. Para ello es conveniente familiarizarse con el manejo de células como
objeto de estudio. Por lo tanto, se cultivaran células tumorales para realizar
observaciones in vivo. En especifico, la cepa U251 MG, por su importancia en
estudios metabdlicos.




3. ANTECEDENTES

La técnica de microscopia FLIM puede considerarse como la fusion de la
Microscopia Confocal de Fluorescencia (cf. 3.3 Microscopia Confocal de
Fluorescencia) y la técnica de Cronometraje de Arribo de Fotones Individuales (SPT,
por sus siglas en inglés; cf. 3.2 Cronometraje de Arribo de Fotones Individuales) L.
Por tal motivo, en este capitulo se presentan brevemente los conceptos de
fluorescencia y tiempo de vida de fluorescencia, para luego explicar el
procedimiento de SPT.

Por otro lado, es importante destacar que este sistema se utiliz para realizar
estudios de colocalizacién de los fluor6foros NADH y FAD. La colocalizacion
responde a dos preguntas fundamentales: ¢ Las sefiales detectadas se encuentran
en la misma regién de espacio muestra? ¢Existe alguna correlacion entre las
intensidades de fluorescencia de los compuestos observados?

En esta investigacion se contestan estas dos preguntas con base en los
tiempos de vida de fluorescencia promedio de NADH y FAD. La presencia de las
formas libres y asociadas de NADH y FAD contribuyen a las diferencias en el
promedio observado de los tiempos de vida de fluorescencia, de tal manera que se
puede establecer una correlacion de estos datos con la dinamica redox de estos
dos compuestos lo que, a su vez, contribuye en su localizacion espacial.

3.1 CONCEPTOS BASICOS DE FOTOFISICA

La fluorescencia es una forma de desactivacion de estados electronicos excitados
(EEE) a partir de la emision de un foton. Los diferentes procesos que favorecen la
relajacion de un sistema tienen, en principio, la misma probabilidad de ocurrir. Sin
embargo, la manifestacion fenomenoldgica macroscopica de un proceso sobre el
otro, depende de su constante cinética, k;. Lo que determina, a su vez, la magnitud
de su tiempo de vida''-13,

Generalmente, la fluorescencia ocurre desde el estado excitado de mas baja
energia aun cuando el fluor6foro absorba un foton que promueva una transicion a
estados electronicos superiores. Esta condicion se conoce como la Regla de
Kasha'*. La informacion de la emision de fluorescencia de un cromoéforo
generalmente se presenta mediante un espectro de fluorescencia, que es una
grafica que relaciona la intensidad de la emision respecto de un intervalo de
longitudes de onda —A, [nm]— o de numeros de onda —v, [cmi]—, ver figura
3.1_11,12

Otro aspecto importante a medir es el tiempo de vida de fluorescencia (zg).
Esta propiedad se define como el tiempo promedio que un fluoréforo reside en su
estado excitado. El ritmo de decaimiento depende de la constante cinética,
k. =T + k,,, donde I' es la constante cinética de fluorescencia y k., considera los
procesos no radiativos que afectan el proceso global observado. El tiempo de vida
se refiere al tiempo t igual al inverso de la constante cinética kz, en el que la




concentracion dl fluoréforo en su estado electrénico excitado habria disminuido
hasta un factor 1/e , ~36.7%. Es decir, 7 = 1/kg.'*
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Figura 3.1 a)Espectros de absorcion (ABS) y de emision (EM) de los croméforos NADH y FAD. Los
espectros se obtuvieron de NADH y FAD en sendas soluciones con buffer de fosfatos, pH=7.2.
Aex= 354 nm. b) Estructura de NADH. C) Estructura de FAD

En un experimento de tiempo de vida de fluorescencia, no es posible medir
la concentracion de las moléculas en su estado excitado. Sin embargo, el nimero
de fotones emitidos es proporcional al nimero de estas moléculas, por lo que es
posible medir la intensidad de la radiacion como funcién del tiempo*?.

I(t) = I,e~t/7F (1)
Donde I, es la intensidad de emision de fluorescencia que corresponde al tiempo
t=0.

El tiempo de vida de fluorescencia se puede medir con técnicas
espectroscopicas resueltas en tiempo, que contemplan el uso de pulsos de
radiacion —cuya duracién es menor que el proceso de emision de fluorescencia—
para promover un fluoréforo a su estado excitado. Para fines de esta investigacion
—que requiere la medicion del tiempo de vida de fluoréforos nativos de células—
fue necesario tomar en cuenta la técnica conocida como Cronometraje de arribo de
fotones individuales (Single Photon Timing en inglés, SPT).

3.2 CRONOMETRAJE DE ARRIBO DE FOTONES INDIVIDUALES

El disefio de un sistema de microscopia de tiempo de vida (FLIM) debe contemplar
el entendimiento de los fundamentos de las técnicas de medicién resueltas en
tiempo!l. La técnica de cronometraje de arribo de fotones individuales mide la
intensidad de la fluorescencia en términos de fotones individuales como funcién del
tiempo. La informacion se presenta como un histograma de puntos que representa
el conteo de cada fotdn respecto de intervalos de tiempo (At) conocidos como
canales, cuyo ancho depende de la electrénica del equipo de deteccion’.




La figura 3.2 muestra un diagrama de la instalacion electronica involucrada
en esta técnica. Los experimentos comienzan con la excitacion de la muestra con
un pulso de ancho temporal definido y frecuencia de repeticién constante. Al mismo
tiempo, este pulso laser induce una respuesta eléctrica que inicia un cronémetro
basado en una rampa de voltaje. Después de un tiempo t, la muestra emite un fotén
gue es detectado por un tubo fotomultiplicador o un diodo de avalancha. Su registro
sirve como sefial de paro para detener el cronémetro. La sefial eléctrica resultante
es traducida —con ayuda de un convertidor analégico digital— a un valor numérico
digital el cual es guardado en la memoria de una computadora que registra el evento
como un punto en el tiempo t. Este proceso se repite numerosas veces para
reconstruir un histograma que define un perfil temporal de decaimiento como el de

la ecuacion (1) 11

CE—
PHR 800 ®
S

[ ——

PicoHarp
300 ®

| —
)

PDL 800-D ® |—

¥Ol—

(A

Figura 3.2 Esquema basico de un sistema de Cronometraje de Arribo Individual de Fotones (SPT).
PDL 800-D ® es un controlador del laser, éste modula la intensidad y la frecuencia de repeticion del
haz de pulsos laser y envia la sefial de inicio al PicoHarp 300®. El PHR 800 es un enrutador que
conecta varios canales electronicos, como los diodos de deteccion. Este envia la sefial de paro al
PicoHarp 300®. Por ultimo, los datos son enviados a una computadora para su analisis. Los objetos
aqui mencionados son de la marca PicoQuant GmbH.

Tipicamente, un histograma de tiempo de vida de fluorescencia se presenta
con tres graficas en la misma figura, ver Figura 3.3. La primera se conoce como
Funcion de Respuesta del Instrumento (IRF, por sus siglas en inglés). Esta
representa la respuesta del equipo a un tiempo de vida cero. El ancho observado
en esta curva depende tanto de las caracteristicas del detector como del tiempo de
respuesta de los componentes electréonicos del equipo’.

La segunda grafica muestra el histograma de puntos cuya altura representa
la cantidad de fotones medidos en el intervalo de tiempo desde t, a t, + At, donde

—
(-)}
| —



t, es el tiempo en el que ocurre el evento k-ésimo de emision de fluorescencia y At
es el ancho del canal de tiempo medido en la técnica SPT"1%,

Tiempo de vida de NADH

—— IRF
A ¢ NADH
— Ajuste

S
o

e .o
2 o

No. Fotones (norm)
o
N

=2
=

0 1 2 3 4 5

Tiempo [ns]
Figura 3.3 Gréfica tipica de un histograma de tiempos de vida. Presenta el ajuste de la Ley de
decaimiento para NADH en medio intracelular medido con la técnica SPT. IRF es la funcién de
respuesta del equipo.

Entre mas pequefio sea un canal, el histograma se aproxima a la funcion de
decaimiento de la intensidad de fluorescencia del analito, ecuacion (1). Por dltimo,
en la figura 3.3, se muestra también la curva que corresponde al ajuste del
decaimiento observado (linea continua). Esta curva se conoce como Ley de
decaimiento y representa la funcion que mejor se ajusta a la ecuacion (1) como
resultado de la convolucion de la IRF y el decaimiento observado, es decir:

f(t) =IRF ® I e t/F (2)
Donde f(t) es la Ley de decaimiento; IRF, la funcion de respuesta del equipo;
I,e~t/7F la intensidad de fluorescencia medida respecto del tiempo y ® es el
operador de convoluciéon’.

En general, debido a las condiciones en las que se encuentra un fluoréforo,
es posible que la funcion de ajuste del tiempo de vida no coincida con un solo factor
exponencial, esto indica la coexistencia de otras conformaciones moleculares o
incluso otras especies quimicas que también van a contribuir con la sefial de
fluorescencia observada y el tiempo de vida que presenten. En otras palabras, la
ecuacion (2) puede tomar la forma:

f(®) = IRF @ Ya;e™"/" (3)
Ya;e~ /% corresponde a una funcion modelo multiexponencial. En un sistema que
contempla diversas conformaciones moleculares, u otras especies quimicas
fluorescentes, cada una de éstas contribuird con una funcion exponencial individual
gue contenga un tiempo de vida t;. El factor pre exponencial a; —amplitud— es un
indicador de cuanto aporta cada conféormero i-ésimo a la fluorescencia total
observada f(t) siempre que Ya; esté normalizado a la unidad’, de tal manera que




el tiempo de vida promedio, 7, es un promedio ponderado de acuerdo con cada
valor de «;; es decir, T~ Ya;T;.2

El proceso de andlisis de datos consiste en encontrar los pardmetros «; y t;
que producen la funcion Ya;e~t/% que mas se ajusta con los datos observados f(t).
Este procedimiento se conoce como reconvolucion iterativa. El ajuste se evalGa con

LIN() = N.(t)]? es la

%
bondad de ajuste, N(t,) son los datos observados, N.(t;) son los datos calculados
en el ajuste, o7 es la varianza de los datos k-ésimos y v son los grados de libertad.!*

2
el parametro estadistico y2,, =X7; donde x*= ¥}_,

3.3 MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

La microscopia 6ptica es una técnica de imagen que se fundamenta en la
difraccion de la luz, de hecho, la «imagen generada por un microscopio es el efecto
de interferencia de un fenémeno de difraccién»1151¢, De acuerdo con esta definicion,
todo objeto puntual visto con el microscopio genera un patron de difraccion que
delimita su resolucién en el plano de la imagen. Existen dos formas de describir
ésta. La primera es la resolucion lateral que se refiere a la distincion de dos objetos
individuales en el mismo plano de deteccién'’ (ver Figura 3.4, a).

Matematicamente, la resolucion lateral se calcula con base en el Criterio de
Rayleigh, es decir, dos objetos se pueden distinguir si estan separados entre si una
distancia d mayor o igual a su correspondiente radio de Airy, 74;,,,, ecuacion (4).

TAl'Ty = 0.61 NAOb] (4)

Donde 4 es la longitud de onda de la luz con que se realiza la observacion, NA,,;
es el niumero de apertura del objetivo. Esta definicion se basa en el hecho de que
un objeto puntual describe formas conocidas como anillos de Airy, que son circulos
conceéntricos alternados de luz y oscuridad. El radio de Airy es la distancia que va
del centro del objeto al primer disco oscuro de Airy*8.

Por otro lado, la Resolucion axial, es la capacidad de distinguir dos objetos
como individuales a lo largo del eje Optico (z) (Figura 3.4, b). Su expresion
matematica —ecuacion (5)— introduce de manera implicita el concepto de
profundidad de campo, que se refiere al conjunto de planos coaxiales con el eje
Optico —por encima y debajo del espécimen— que se perciben nitidos?’.

2An 5)
Z=—

Cuando el espécimen es un fluoréforo, la profundidad de campo es
aparentemente mayor debido a la propia irradiacion de la luz (Figura 3.4, c), por lo
gue los conos de luz de cada uno pueden invadir el plano de otro croméforo. La

t Ernst Karl Abbe (1840-1905).




imagen de microscopia de fluorescencia de campo amplio se presenta
inherentemente difuminada por este fenémeno?’.

En la microscopia confocal de escaneo con laser, este problema se resuelve
iluminando un campo muy pequefio a la vez. La luz que se capta del objeto
observado es enfocada en un agujero estenopeico cuyo radio es del orden del
campo de vision iluminado®”:19,

De esta forma, la imagen del plano iluminado se recrea en el agujero y se
transmite a través de éste, evitando que la luz proveniente de zonas fuera del foco
interacte con la imagen?'’.

a) b) c)
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Figura 3.4 Resolucion en microscopia. a) Lateral: dos objetos que comparten el mismo plano se
distinguen entre si con base en el criterio de Rayleigh. b) La resolucién axial considera el eje éptico

z, define la profundidad de campo, §. En microscopia éptica d= i(z+ —z7). ¢) Si el espécimen
es un fluoréforo, § > (z* + z7).

Para reconstruir la imagen completa de un espécimen, la microscopia
confocal cuenta con un sistema que permite registrar uno a uno cada punto emisor
de la muestra'®, que en el detector se traduce en la generacion de la imagen pixel
a pixel. En cada uno de los pixeles definidos en el detector se guarda la informacién
respectiva de intensidad —cuentas de fotones— y posicion, con base en el sistema
tractor de la muestra.

3.4 MICROSCOPIA DE TIEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA

Con los conceptos expuestos anteriormente es posible asignar una definicion
operativa de la técnica de microscopia FLIM. Este método se entiende como una
técnica de imagen en la cual el tiempo de vida promedio, 7, de un fluoréforo se
describe con resolucién espacial'®?°. En otras palabras, laimagen de un espécimen
se recrea a través de un mapa que muestra cambios en la expresion del tiempo de
vida de fluorescencia promedio debidos a la localizacién espacial de un analito.

Desde el punto de vista operativo, FLIM tiene los mismos requerimientos
instrumentales que la microscopia confocal de escaneo con laser mas un sistema
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de deteccion con resolucion temporal como el cronometraje de arribo de fotones
individuales?*.

En la figura 3.5 se muestra el proceso de reproduccion de una imagen FLIM.
Primero, el objetivo enfoca el haz de excitacién hacia un punto en particular del
campo de vision, se capta la fluorescencia del mismo con el objetivo y su imagen
se registra en un pixel (m,n) dentro del detector (Figura 3.5, b). El pixel (m,n)
registra informacién referente a la posicion asignada por el elemento tractor de la
muestra, la intensidad de la sefial —numero de cuentas de fotones— y el analisis
del histograma de tiempo de vida. Un andlisis rapido se consigue con base en definir
el tiempo de vida, Tz, como el tiempo en el que el nimero de cuentas corresponda

a é de laintensidad a t = 0.8-10

b) c)

1.0 ——

o.e

g 08 b
0.4
a2z .‘ A

0.0

Ci

[ 1 2 k<] 4 5
Time [ns]

Figura 3.5 Construcciéon de una imagen FLIM. El vértice del cono de excitacién (a) se registra en el
pixel (m,n) en donde se analiza el tiempo de vida (b). Después de un registro total de la matriz de
pixeles, se recrea la imagen con base en un analisis pixel a pixel y se muestra un mapa de colores
falsos que representa los valores locales de 7 (c).

Este proceso se repite para cada pixel (m,n) de la matriz que construye el
campo de visién escogido. Al finalizar, se realiza un analisis de tiempos de vida
promedio pixel a pixel y la imagen se muestra con un mapa de colores falsos que
indican ciertos valores del tiempo de vida promedio, T (Figura 3.5, c¢).1°
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4. METODOLOGIA

La primera parte de la investigacion consistio en la caracterizacion fotofisica de los
croméforos de interés, NADH y FAD. Al trabajar con células se debe tomar en
cuenta que éstos se encuentran en un ambiente altamente heterogéneo lo que
implica que el modelo de tiempo de vida debe ser multiexponencial.

Se midieron los espectros de fluorescencia estaticos de una mezcla
equimolar de NADH y FAD en una solucién amortiguadora de fosfatos, pH=7.2 y a
19°C —Ila temperatura del laboratorio laser—. Esta observacion incluyé un
experimento en el que se utilizaron filtros opticos para aislar las sefiales individuales
de cada cromoforo, el cual consisti6 en medir diferentes espectros de excitacion,
cada uno de ellos detectando a diferentes longitudes de onda de emision de la
mezcla, para encontrar aquella ventana espectral que produjera un espectro similar
al de absorcion de cada fluoroforo. Al aislar las sefales de estos dos compuestos
es posible establecer una correlacion en los tiempos de vida de fluorescencia que
exhiben debido a su localizacion especifica dentro de las células.

Se realizé una busqueda exhaustiva en la literatura para conocer los valores
de tiempo de vida reportados para el NADH y FAD en observaciones de células in
vivo. Esto, con el fin de establecer un intervalo razonable para los ajustes hechos
con la técnica FLIM. Se encontr6 que hay diversos valores debido al medio
altamente heterogéneo que ofrecen las células (ver Tabla 1, 5. RESULTADOS); asi
mismo, se presentan diferencias significativas en correspondencia con distintas
cepas estudiadas. Se encontrd, ademas, que cada cromoéforo puede ajustarse con
un modelo multiexponencial pero no hay un consenso general acerca de cuantas
exponenciales son suficientes o necesarias para establecer el mejor modelo.

En esta investigacion, los modelos de ajuste de cada decaimiento resultantes
de los andlisis FLIM se evaltian con base en el parametro estadistico y?,;. Este
pardmetro debe ser lo mas cercano a 1, pero, debido a que el aumento de
exponenciales siempre disminuira este valor, se establecid un intervalo que
garantice sentido fisico, es decir, que limitara los artefactos matematicos propios del
ajuste. Asi, se cuidd que los ajustes cumplieran con un valor 1.2 < y2,, < 1.8.711:22

La construccién del microscopio requiere un entendimiento de la teoria optica
para garantizar la 6ptima instalacion de los componentes del sistema. En especial,
el arreglo telescopico con agujero estenopeico, que es el elemento crucial en la
microscopia confocal de fluorescencia.'’'® Gracias al esquema de armado por
nosotros mismos, nuestro equipo es muy versatii ya que permite su mejora
constante para implementar otros experimentos con el mismo sistema.

Por ultimo, para resolver la pregunta acerca de si basta con las sefiales de
los fluoréforos nativos NADH y FAD para establecer un mapa de tiempos de vida
para colocalizacién, se requirié el uso de un cromoéforo estdndar como auxiliar para
la identificacion de zonas diferenciadas dentro de la célula. Por lo tanto, fue
necesario medir su tiempo de vida caracteristico con la técnica SPT.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS FOTOFISICAS DE CROMOFOROS NATIVOS DE LA

CELULA

La tabla 1 presenta un listado de las caracteristicas espectroscopicas mas
relevantes de los cromoforos endogenos —NADH y FAD— auxiliares en la
microscopia FLIM de células in vivo.

Tabla 1 Coleccién de datos espectroscépicos de NADH y FAD. 2La longitud de onda de excitacion
es mostrada en paréntesis. ® Los valores de @ se muestran entre paréntesis y la longitud de onda

detectada, en corchetes.

4.14(0.65)[495-550]

Fluoréforo | Aabsmix Aftuo mix Tiempo de vida [ns]® Medio Referencia
[nm] [nm]?
23
340-351 440 0.3-0.65,1.9-2.3 Tejidos -
26
355 0.4,0.78 Buffer de fosfatos 27
NADH 260, 340 ~465(370) 0'14(0'f (i)('oo(')g(o'?ﬂ)’ Buffer de fosfatos 28
_ 0.53(0.73), 3.10(0.25), .
450(370) 15.9(0.02)[440] Células HeLa 28
440- 0.44(0.63), 1.88(0.30), Mitocondrias de 29
445(355) 5.68(0.07)[440] células cardiacas
460(760) 0.4,10,1.7, 32 Tejido cerebral 30
460 0.3 31
NADH libre 470 7=0.64-0.74 Buffer Mops 32
470 7=0.43 Solucién acuosa 33
440 2.0-2.3 31
NA.DH 470 7=20 Buffer Mops 32
asoc!ado a 1.2(0.46)
enzimas ~450(336) 3.1(0.54)[466] Buffer de fosfatos 34
0.15-0.33, o
450 515, 535 0.5-0.95,
4.5-5.7 25
e 26
440 7T=2528 Buffer de fosfatos g;
FAD 420-500 520-570 2.91 36
_ 0.007(0.66), 0.22(0.03),
375,450 530(450) 2.09(0.17), 3.97(0.14) Buffer de fosfatos 37
525- 0.08(0.60), 0.7(0.25), .
530(450) 3.17(0.13)[530] Células Hel.a 87
504- 0.18(0.66), 0.75(0.21), L
522(438) 2.10(0.13)[531-549] | Cardiomiocitos 38
FAD unidoa | %0 550 o :8202;; 39
enzimas 504(438) -88(0.35), Buffer de fosfatos 38

Como se aprecia en la tabla 1, no hay un consenso general acerca del
namero de exponenciales necesarias o suficientes para tener un buen ajuste del
modelo de decaimiento para los croméforos NADH y FAD. Se puede partir de un
modelo biexponencial considerando conformaciones libre y asociada a proteinas
para cada analito. Sin embargo, hay autores que le asignan mas exponenciales a
los fluoréforos estudiados debido a la alta complejidad del medio celular.?37:3840 De
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hecho, el autor Mohammad A. Yaseen asegura que no importa el nimero de
exponenciales que se asigne, el modelo siempre quedara sobresimplificado.*°

Al respecto, el Prof. Joseph Lakowicz hace una excelente discusion acerca
del significado fisico que es importante mantener a costa del beneficio matematico
de aumentar el nUmero de exponenciales en un ajuste. Con base en estas ideas se
llegd a establecer, para esta investigacion, que los mejores ajustes son aquellos
cuyo valor de y?,, estuviera entre 1.2 y 1.7. Se puede seguir una simple regla
mnemotécnica: si al aumentar el niUmero de exponenciales, el valor de y?2,, no
disminuye mas que el 10% del valor anterior, y est4 dentro del intervalo mencionado,
entonces el analisis ha encontrado la funciébn que mejor ajusta a la ley de
decaimiento observada.!?

La figura 5.1 muestra los espectros de fluorescencia estatica de una mezcla
equimolar de NADH y FAD en solucién amortiguadora de fosfatos. El espectro de
absorcion de la mezcla muestra dos bandas caracteristicas muy similares a las
bandas de FAD (Figura 3.1). Sin embargo, la banda de la izquierda se encuentra
desplazada hacia el azul, coincidiendo con el espectro de absorcion del NADH,
ademas, esta ultima es la convolucion de ambas bandas —NADH y FAD—.

Espectros de NADH/FAD con excitacién UV

0.30

100

w= Absorbancia
w——— Emision
0.25 = Excitacién (467) 83
= Excitacion (490) —
== Excitaciéon (511) -
@ 0.20 === Excitacién (527) L g7 ©
C d
© 0.15 L 50 o
£ S
o ‘@
& 0.10 33 o
<< -
(=
—

0.05 1

0.00

300 400 500 600 700
Longitud de onda [nm]
Figura 5.1 Espectros de absorcidon, emision y excitacion de la mezcla equimolar de NADH y FAD en
solucién amortiguadora de fosfatos, pH=7.2. Los nimeros entre paréntesis indican la longitud de
onda de deteccion.

En laimagen se aprecian los espectros de excitacién detectando la sefial en
467nm, 490nm, 511nm y 527nm. El patron observado con las longitudes de onda
de 467nm y 527nm es similar al espectro de absorcion del NADH y del FAD,
respectivamente, debido a que, en los experimentos con deteccion en longitudes de
onda intermedias, el espectro es semejante al de absorcion de la mezcla. Por lo
tanto, para aislar la sefial de NADH se requiere utilizar un filtro que corte entre
467nm y 490nm, mientras que un filtro que permita la transmision de longitudes de
onda mayores a 527nm bastaria para aislar la sefial de FAD. Las mejores opciones
de filtros disponibles en nuestro laboratorio son: un shortpass de 480nm (SPF480)
y un longpass de 550nm (LPF55), ver Figura 5.2.
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Espectros de NADH/FAD con excitaciéon UV. Filtros

0.4 133

Absorbancia
Emisién SPF480
Excitacién (430)
0.3 - Excitacién (486)
2 e EMisién LPF550
------- Excitacién (560)
Excitacién (547)

-
o
o

]

Intensidad [u.a.

- 67

Absorbancia

- 33

300 400 500 600 700
Longitud de onda [nm]
Figura 5.2 Evaluacion de los filtros opticos. SPF480 es el filtro de transmision de longitudes de onda

menores a 480nm. LPF550, de longitudes mayores a 550nm. Entre paréntesis estan las longitudes
de onda de deteccion.

Otra alternativa para aislar ambas sefales es realizar la deteccidon de ésta a
través de dos canales, con lo cual es posible visualizar la misma zona del espacio
muestra con la informacién de cada uno de los croméforos a través de dos imagenes
independientes, pero en el tiempo que tomaria escanear una sola imagen. Para
conseguir esto fue necesario instalar un espejo dicroico en el camino 6ptico de
nuestro sistema FLIM, vide infra.

5.2 SISTEMA DE MICROSCOPIA DE TIEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA

La construccion del sistema de microscopia FLIM se realiz6 partiendo de un cuerpo
de microscopio Ti-2 Eclipse® de la marca Nikon®, por lo que se trata de un sistema
modificado (ver Figura 5.3).

El sistema cuenta con tres fuentes de excitacion que son laseres de diodos
pulsados con longitudes de onda de emision de 354nm, 405nm y 485nm,
respectivamente; y con potencia modulable hasta 7mW. En el cuerpo del
microscopio se encuentra una serie de objetivos para enfocar el haz de excitacion
a la muestra y recolectar su fluorescencia. Para realizar excitacion monofoténica de
fluoréforos nativos de la célula, se instalé un objetivo de Nikon 60x/0.85NA que
permite la transmision de luz UV hasta en un 60%. La emision de fluorescencia de
los cromoforos excitados se recoge con el mismo objetivo que pasa a través del
espejo dicroico hasta un arreglo de telescopio, que consta de una lente convergente.
Esta lente tiene como propésito enfocar la imagen producida por la emision de
fluorescencia y con ayuda de un agujero estenopeico de 30um de diametro se
bloguea laluz fuera de foco en la muestra. Luego, laimagen del plano de la muestra
se vuelve a colimar con otra lente que manda la sefial, a través de un espejo dicroico
de 510 nm, hacia dos fotodiodos de avalancha (APD, por sus siglas en inglés). Es
decir, hacia un APD se dirigen las sefales con longitudes de onda mayores a 510
nm —Canal 1— mientras que en el otro APD se registran las sefales con longitudes
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de onda menores a 510nm —Canal 2—. Frente a cada fotodiodo se encuentra una
lente adicional que enfoca la imagen en sus detectores. Estos generan una sefial
eléctrica que se envia a una tarjeta digital TTL para su correspondiente analisis, que
se realiza con el software especializado llamado SymphoTime64®.

405 nm
485 nm

354 nm

Canal 1
Canal 2

Camara digital
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Figura 5.3 Diagrama del sistema de Microscopia FLIM construido en el Laboratorio de
Espectroscopia Laser. En el recuadro arriba de SIMBOLOGIA se muestra un diagrama de las
conexiones electrénicas del sistema.
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5.3 MEDICION DEL TIEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA DE
MITOTRACKER®

La figura 5.4 muestra los espectros de absorbancia y fluorescencia del MitoTracker
Red® (MTR) obtenido en solucion con metanol.

1.0 \ L 100

— ABS MTR
=== EM MTR

0.8 1 F 80

0.6 1 F 60

0.4 - - 40

Absorbancia
Intensidad [u.a.]

0.2 1 F 20

0.0

300 400 500 600 700

Longitud de onda [nm]
Figura 5.4 Espectros de absorcién (ABS) y emisién (EM) normalizados de MitoTracker Red®.
Espectro de una solucién en metanol.

De acuerdo con nuestro esquema de deteccion a dos canales, la sefial de
fluorescencia del MTR se colecta en el canal 1 —longitudes de onda mayores a
510nm—. Esto significa que la sefal detectada en el canal 1 para los experimentos
con células incluira también la emision del FAD. Gracias a la técnica FLIM podemos
separar ambas sefiales con base en su tiempo de vida; sin embargo, también
aislamos la sefial debida a MTR usando un filtro optico que permite la transmision
de longitudes de onda mayores a 655 nm.

El MTR sirvié en los experimentos de colocalizacién como control. Por lo que
se midio su tiempo de vida de fluorescencia en solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) y medio de cultivo DMEM plus®, que son las condiciones experimentales
necesarias para mantener a las células vivas durante la observacion.

Como se aprecia en la figura 5.5, el andlisis del decaimiento de fluorescencia
gue mejor ajusta es un modelo biexponencial, lo que indica la presencia de dos
conférmeros moleculares responsables de cada tiempo de vida. Aun cuando no
podemos asegurar hada respecto de una dinamica de estructuras conformacionales
para el MTR en solucion, se observé que en los experimentos con células se
continla observando dos tiempos de vida para el MTR. Este resultado se explica en
este caso considerando que en un momento el MTR puede estar libre,
7, = 0.234 £ 0.035 ns , 0 asociado con alguna estructura dentro de la mitocondria,
7, = 3.180 + 0.014 ns . La bondad de ajuste se evalud con el pardmetro estadistico
mencionado arriba, resultando en y?2,;, = 1.66, que es aceptable segln el criterio
gue impusimos arriba.
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Tiempo de vida del MitoTracker Red FM®
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Figura 5.5 Ajuste del tiempo de vida del MitoTracker Red FM®. Debajo del recuadro de leyenda se

encuentran los valores calculados para dos tiempos de vida. Este tiempo de vida se midié de una
solucién 5mM con DMEM plus® y PBS a pH=7.2. IRF es la funcion de respuesta del equipo.

5.4 EXPERIMENTOS DE COLOCALIZACION DE NADH Y FAD

Con la informacion anterior fue posible realizar los analisis de tiempo de vida para
recrear las imagenes FLIM de células de glioblastoma. Es decir, las imagenes que
se muestran a continuacion son el resultado del analisis de la funcion de
decaimiento de fluorescencia de los cromoéforos estudiados: NADH, FAD y MTR.

El ajuste de dicha funcion nos permitio establecer un mapa de colores
relacionado con el tiempo de vida de fluorescencia de cada forma (libre y asociada)
de los tres croméforos. Los cambios en color de la escala observada representan
cambios observados en el tiempo de vida promedio por la propia interaccion de los
cromoforos con un determinado microambiente.

El tiempo de vida promedio cambia de acuerdo con las amplitudes «;
calculadas en el ajuste de la funcion de decaimiento, que cuantifican la participacion
de un croméforo en la sefal total de fluorescencia observada. En otras palabras,
describe qué forma (libre o asociada) de un determinado cromoéforo esta presente
con mayor o menor preponderancia.

En la figura 5.6 se observan dos imagenes, cada una es un campo de vision
(FOV, por sus siglas en inglés) de 160 x 160 um de un cultivo de células tefiidas
con MTR. De estas imagenes, se seleccionaron varias células vivas como regiones
de interés (ROI, por sus siglas en inglés). Estas regiones se diferenciaban del fondo
de la imagen por la cuenta de fotones, es decir, se definié un umbral (threshold) de
namero de cuentas para discriminar aquellos pixeles que estuvieran fuera de las
células. En estos pixeles no se realiz6 un andlisis de tiempo de vida y por tanto
aparecen 0scuros.*?
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Figur'é 5.6 Imégen' FLIM de células de glioblastoma. a) Canal 1: Sefial de MTR y FAD. b) Canal
2: sefial de NADH.

La figura 5.6a es una imagen obtenida con los datos registrados por el canal
1 (APD 1) de nuestra configuracion del sistema FLIM, este APD registra las sefiales
con longitudes de onda mayores a 510 nm, por lo que la imagen muestra la
fluorescencia de FAD y MTR. Por otro lado, la figura 5.6b se realiz6 con los datos
registrados por el canal 2 (APD 2), es decir, sefiales con longitud de onda menores
a 510nm, correspondientes a NADH.

Es notable que en la figura 5.6a las sefiales observadas se encuentran muy
bien localizadas, con una alta incidencia en la zona del citoplasma. Gracias al
marcador MTR es posible identificar pequefias estructuras reconocibles como
mitocondrias®. Mientras que para la imagen de la derecha (figura 5.6, b) la sefal
de fluorescencia se muestra mas difusas en todas las células. Estas diferencias
pueden asociarse a la propia localizacion de los cromoforos NADH, FAD y MTR. Es
decir, tanto MTR como FAD se encuentran mayoritariamente en las mitocondrias,
por lo tanto, la imagen se ve mas nitida.>%>! El NADH es un fluoréforo ubicuo lo que
favorece esa apariencia difusa al encontrarse en todos lados de la célula.>? Los
tiempos de vida encontrados para cada cromoforo en este primer analisis FLIM se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Tiempos de vida del analisis FLIM para el campo de visién de 160 x 160 um. Se presentan
los valores de alfa relativos, es decir, la fraccién de cada alfa considerando que Xa; = 1.

Canal | 7,[ns] | 7,[ns] | 73[ns] | 74[ns] | a, | a, | as | Ay
1 0.085 + 0.725 + 3.09 + 5.57 + 0.695 + 0.135 + 0.121 + 0.049 +
0.015 0.034 0.024 0.025 0.029 0.011 0.018 0.004
> 0.063 = 0.3+ 1.87 4.8 + 0.62 + 0.18 + 0.112 + 0.092 +
0.009 0.03 0.039 0.027 0.035 0.01 0.013 0.012

Los tiempos de vida mostrados en la tabla 2 se pueden asignar de la siguiente
manera: en el canal 1 se detecta solamente las sefales debidas a la fluorescencia
del MTR y FAD, de tal manera que, segun lo descrito en latabla 1, 7,, 7, ¥ 7, pueden
considerarse pertenecientes al FAD mientras que el valor de 75 se puede asociar a
MTR. Por otro lado, el canal 2 mostré que el mejor ajuste se conseguia con 4
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exponenciales. Los valores de tiempos de vida t,, 73 ¥ 7, Si coinciden con tiempos
de vida reportados previamente para NADH (ver tabla 1). El valor de t, es
atipicamente rapido y casi del orden de la funcion de respuesta del equipo. Debido
al valor tan alto de a para este componente (ca. 62%) no es posible descartarlo
como un mero artefacto matematico.° Una inspeccion rapida al espectro de emision
de FAD (ver figuras 3.1y 5.1) nos sugiere que esta amplitud podria pertenecer a
este fluoréforo, pues presenta un maximo de emision en 525 nm. Por lo que el
espejo dicroico longpass de 510 nm no separa estas sefiales de manera eficiente.

Una forma de solucionar esto es utilizar el filtro shortpass de 480nm o con un
espejo dicroico cuyo valor limite sea mas bajo que 510nm. La razén principal por la
cual fue utilizado el esquema de detecciébn a dos canales es que permite la
generacion de hasta tres imagenes en el tiempo que tomaria la obtencion de una
sola, —como seria en el caso de usar solamente filtros para separar las sefales—
lo cual disminuye el riesgo para las células de presentar un posible dafio fotofisico
debido a la prolongada exposicién a radiacién UV.4344

Para poder establecer una correlacion espacial de las sefiales de FAD y
NADH, de la figura 5.6 se seleccion6 un FOV correspondiente a una sola célula (57
x 57 ym). De este nuevo FOV se aislaron las sefales de los cromoéforos con ayuda
de un filtro longpass de 655 nm, que permite la transmision de la sefal exclusiva de
MTR. Para separar las sefiales de NADH y FAD se siguié el mismo esquema de
deteccion a dos canales. En estas imagenes se consideraron dos ROIs, una region
citosolica, que excluye las regiones asociadas a las mitocondrias (Figura 5.7) y otra
gue incluye solo las regiones donde existan las mitocondrias (Figura 5.8), ambas
ROIs se seleccionaron con un examen visual tomando en cuenta la localizacion de
la sefal de fluorescencia de MTR.
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Figura 5.7 Imagen FLIM de una sola célula. Izquierda arriba: Sefial de MTR. lzquierda abajo: Sefial
de NADH. Derecha: Sefial de FAD y MTR. Con énfasis en zonas no mitocondriales.
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Figura 5.8 Imagen FLIM de una sola célula. Izquierda arriba: Sefial de MTR. Izquierda abajo: Sefial
de FAD y MTR. Derecha: Sefial de NADH. Con énfasis en zonas mitocondriales.

La tabla 3 es un resumen de los valores de tiempo de vida encontrados para
este FOV. En esta se muestran los resultados de los andlisis para cada ROI. El
analisis considerd los mismos criterios anunciados anteriormente respecto de la
bondad de ajuste.

Tabla 3 Tiempos de vida del analisis FLIM para el FOV de 57 x 57 um. Se presentan los valores de
alfa relativos. M se refiere a las ROIs que incluyen a las mitocondrias. C toma en cuenta la zona
citosdlica. Para la columna t;, i puede ser 1,2(canal); 1= MTR, 2=NADH, respectivamente. Lo mismo
para a;.

ROI | Canal T[Zr']F;]D T; [ns] T[lr‘]F;]D T[zhng]k a2 FAD a; Q1,FAD A2 MTR
1 <0.062 0.171+ | 0.753+ | 3.000 + | 0.858 + | 0.085 + | 0.0339 + | 0.0171 +
M ' 0.022 0.049 0.098 0.023 0.016 0.0056 0.0042
2 0.093 +|0.944+ | 4540+ | 0.819 + | 0.1291 + | 0.0522+ |
0.017 0.068 0.041 0.014 0.0082 0.0056
1 <0.062 0.160+ | 0.75 +| 290 +| 0.960 +| 0.022 + | 0.0097 + | 0.006 =+
C ' 0.034 0.08 0.15 0.034 0.019 0.0083 0.005
2 0.071 +|1.00 470 *| 0.840 £| 0111 +(0.049 |
0.021 0.14 0.12 0.019 0.011 0.009

Al igual que con los datos de la tabla 2, cada valor mostrado se puede asignar
a un determinado fluoréforo. Los valores en los errores estandar nos sugieren que
las diferencias encontradas en cada analisis se pueden explicar por error aleatorio.
En esta tabla se clasificé la informacion tomando en cuenta el analisis de cada ROI,
se esperaba que cada cromdéforo participara con dos conformaciones, libre y
asociada a proteina, por lo cual, se realizé una primera aproximacion tomando en
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cuenta un modelo tetraexponencial para el canal 1, es decir, dos exponenciales para
FAD y dos exponenciales para MTR. Sin embargo, para el caso del canal que
detecta la sefial de NADH, como arriba, muestra un mejor ajuste con un modelo
triexponencial, la razén de esto se expuso anteriormente, vide supra.

Es importante hacer notar aqui la variacion de los valores de alfa tan
marcados, sobre todo para el MTR de tiempo de vida largo, 7, yrg, que asignamos
a su forma asociada a alguna estructura de la mitocondria. En el caso de la ROI M,
este tiempo de vida participa con el 1.7% de la sefal total, mientras que en C es
menos del 1%. Este resultado se entiende debido a que, en principio, la forma
asociada a proteina de MTR no deberia participar significativamente en C ya que
estamos analizando estructuras completamente ajenas a este organulo celular.*®

Con base en la informacion de alfa para cada pixel en las imagenes
mostradas arriba, se pueden graficar los puntos correspondientes a cada sefial de
NADH, FAD y MTR detectada y asi comprobar si existe alguna correlacion que
indique, cualitativamente, colocalizacion*’-4°, ver Figura 5.9. Con esto se pretende
evaluar una posible relacion entre las sefiales de los cromoforos. Especificamente,
debido a la naturaleza redox del NADH y FAD, se espera observar un
comportamiento correlacionado entre estos dos compuestos, tanto por su quimica
redox como por su localizacién dentro de estructuras sub celulares, como lo son las
mitocondrias.

En la figura 5.9 se observan las gréaficas de correlacion entre los parametros
a; de cada cromoforo. Los puntos verdes corresponden a la ROI M. Se observa que
estos puntos tienen menor dispersion que los valores de la ROI C (puntos azules).
Los valores expuestos en la tabla 3 para los tiempos de vida que reflejan
conformaciones de los cromoforos asociados con proteinas coinciden con valores
reportados para las mitocondrias?®37:3845 entonces los pixeles que no pertenecen
exclusivamente a estas regiones —ROI C— presentan una mayor dispersion de los
datos como se muestra en las figuras.

Es destacable que, en ambos casos, haya una coincidencia en los centros de los
patrones formados por las graficas mostradas. Los puntos azules consideran la ROI
C que podria incluir algunas mitocondrias que no hayan sido descartadas en el
examen visual de la sefial del MTR. Esta asociacion de los datos puede servir como
un indice cualitativo de la capacidad de colocalizacién de las sefiales de los
cromoforos NADH y FAD.

Una forma de utilizar esto seria conforme la siguiente situacion: en un analisis en el
gue se obtenga un resultado tal que esté dentro de la zona verde, indicaria que se
trata de un valor debido a la interaccién de alguna estructura supramolecular
perteneciente a las mitocondrias, mientras que si este valor se aleja del centro —se
corresponde con la zona azul— seria de un pixel que tiene mayor probabilidad de
ser parte de la zona citoplasmatica. Este pequefio ensayo, sin embargo, no es mas
gue una suposicion con base en los resultados obtenidos en esta primera
aproximacion al problema presentado en este trabajo de investigacion.
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Al momento se estan explorando otras opciones en la presentacion de los
resultados, como la correlacién existente en la intensidad de la sefal, el indice
redox, etc., en aras de encontrar el mejor pardmetro que permita demostrar, mas
alla de toda duda razonable, que las sefales exclusivas de NADH y FAD se pueden
utilizar para establecer un procedimiento de localizacion de estructuras subcelulares
individuales sin el uso de cromdéforos externos.
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Figura 5.9 Gréficas de correlacion entre cromoéforos. Izquierda: Componente rapida de NADH.
Centro: Componente lenta de NADH. Derecha: FAD.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados mostrados en esta investigacion muestran que la técnica de FLIM
nos ofrece la oportunidad de distinguir distintas zonas diferenciadas dentro de las
células, ya que los croméforos estudiados van a presentar diversos tiempos de vida
de fluorescencia dependiendo de las conformaciones moleculares que se vean mas
favorecidas con el microambiente en el que se encuentren.

Por otro lado, debido a la asociacion de los croméforos nativos con distintas
redes metabdlicas, es posible establecer un procedimiento para estudiar cambios
en el metabolismo de una célula. Esto puede servir como un procedimiento estandar
para estudiar los efectos de farmacos nuevos.

Sin embargo, hemos reconocido que la sensibilidad de la técnica de FLIM
no es suficiente para estudios que pretendan abarcar las redes metabolicas
complejas. Es por eso que se sugiere el uso de técnicas auxiliares como la
resonancia magnética nuclear (RMN) enfocada en metabolémica, ya que ésta
permite la identificacion de un mayor numero de moléculas; con toda esta
informacion —la obtenida por FLIM y RMN—, y utilizando modelos quimiométricos,
sera posible la reconstruccién de, lo que denomino, una historia metabdlica; es
decir, los cambios metabdlicos inducidos por un determinado tratamiento.

También se esta trabajando en la incorporacion de un sistema laser de
Titanio:Zafiro con el fin de realizar la excitacion multifotonica. Esto garantizaria una
mayor localizacion de la excitacion, permitiria un mayor grado de penetracion de la
radiacion en la muestra con lo que se podria aplicar en sistemas mas complejos que
un cultivo celular de monocapa y, ademas, seria el Unico sistema en el mundo con
la capacidad de realizar escaneos con excitacion UV e Infrarroja al mismo tiempo.

En un futuro, con base en la instalacion de otros dos canales de deteccion,
podria ser posible implementar la generacion de imagenes con base en anisotropias
asociadas a la emisién de las muestras.*® En este caso, la sefial de fluorescencia
procedente del plano focal de la muestra se hace pasar por un polarizador para
separar las componentes con orientacién horizontal y vertical. La diferencia en
intensidades observadas de estas dos imagenes nos brindan informacion acerca de
las componentes rotacionales de los eventos de fluorescencia ocurridos, lo cual nos
sirve para asociar los valores de tiempo de vida observados a la asociacién de un
fluor6foro —NADH o FAD— con una proteina especifica, ya que cada complejo
proteinico es diferente entre si y, por lo tanto, las variaciones de las interacciones
con cada cromoéforo responderan a sus conformaciones estructurales.
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