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Resumen

En este trabajo se describen el disefio y la construccion de un nanoscopio vertical multifoténico para
estudiar los mecanismos finos mediante los cuales el neurotransmisor serotonina es liberado desde el cuerpo de
neuronas y como se difunde al espacio extracelular para cambiar la respuesta de circuitos neuronales. La se-
rotonina en el sistema nervioso modula los estados de animo, el sueno, conductas sexual y patrones ritmicos
como la locomocion. Alteraciones en el funcionamiento del sistema serotoninérgico estan asociadas a trastornos
como la depresién, la ansiedad y los trastornos obsesivos compulsivos. La serotonina dentro del cuerpo de las
neuronas esta contenida en vesiculas de 100 nm de didmetro a una concentraciéon de 270 mM, que en reposo
estan alejadas de la membrana plasmaética y asociadas al citoesqueleto. Ante estimulaciones eléctricas, cimulos
enteros de vesiculas son transportados hacia a la membrana, usando como riel al citoesqueleto, para fusionarse
y liberar su contenido al espacio extracelular. Nuestro instrumento tiene la capacidad de visualizar el meca-
nismo de la movilizaciéon vesicular a partir de dos efectos 6pticos no lineales complementarios usando un laser
pulsado en el rango del infrarrojo (IR): la fluorescencia multifotonica de la serotonina en el rango visible del
espectro electromagnético y la generacion de segundos armoénicos producidos por el citoesqueleto responsable
del transporte. El nanoscopio tiene la capacidad de capturar 4 canales de emisiéon simultaneamente a una tasa
de cuatro imégenes por segundo formadas por 512 X 512 pixeles. Dos canales estan dedicados a la captura de
fluorescencia y otros dos a la captura de las componentes en polarizacion vertical y horizontal de los segundos
armonicos, que nos dan informacién sobre el nivel de anisotropia del citoesqueleto. La flexibilidad del equipo
permitié ademas montar un monocromador y hacer espectroscopia de la molécula de serotonina. Detectamos 3
emisiones no lineales de fluorescencia que dependen de la concentracién de serotonina, de la longitud de onda
y potencia de excitacion. Nuestro equipo esta a la par de sus contrapartes comerciales en cuanto a velocidad,
resolucién, captura y despliegue de imagenes, y puede ser modificado en funcién de la experimentacion que se
requiera. Al final se describe una técnica de superresolucion que permitira a corto plazo resolver estructuras de
una fraccion de la resolucion 6ptica tedrica como lo son las vesiculas. Hasta donde tenemos conocimiento este
nanoscopio es el primero construido totalmente en latinoamérica y crea un antecedente para su reproduccién a
bajo costo.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Liberacién de serotonina sinaptica y extrasinaptica

La serotonina, también conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), esta ampliamente distribuida en el
sistema nervioso central de vertebrados e invertebrados, y modula comportamientos como la agresion, los patrones
ritmicos motores, como los encargados de la alimentacién y la locomociéon. En los vertebrados la serotonina
modula el sueno, el estado de excitacion y comportamientos sexuales. Deficiencias en el sistema serotoninérgico
en humanos estan asociadas a desordenes de sueno, de alimentacién, de ansiedad, trastorno obsesivo compulsivo,
esquizofrenia y depresion [1, 2].

La serotonina afecta al sistema nervioso actuando en circuitos completos. Una caracteristica importante
que tiene el sistema serotoninérgico es que el funcionamiento de complejos comportamientos depende sorpren-
dentemente de una cantidad relativamente pequena de neuronas serotoninérgicas. La serotonina en el sistema
nervioso puede actuar de tres distintas formas: como neurotransmisor clasico, como neuromodulador o como
neurohormona. Un neurotransmisor clasico es liberado por la terminal nerviosa y actia directamente en ter-
minales postsindpticas de una célula contigua, un neuromodulador puede cambiar la respuesta de un circuito
completo y una neurohormona es liberada en la circulacion, y por lo tanto puede ejercer efectos a través de todo
el organismo.

En particular en este trabajo estamos interesados en el estudio de la liberacién de serotonina como
neuromodulador a partir de la liberaciéon no sinaptica de la serotonina, la que ocurre en cualquier parte de la
célula nerviosa. Clasicamente la comunicaciéon quimica en el cerebro se lleva a cabo cuando una neurona libera
neurotransmisores en el espacio sinaptico y activa receptores postsinapticos en otra neurona, este proceso permite
una comunicaciéon rapida y puntual y asegura que la informacion fluya de manera ordenada. Por otro lado, los
neuromoduladores se difunden en el espacio extracelular del sistema nervioso, actiian en receptores alejados de
los sitios de liberacion y varian la forma en que el cerebro procesa la informaciéon. Cuando el neurotransmisor
esta restringido al espacio sinéptico se asemeja a un circuito estatico, en contraste, como neuromodulador la
informacion fluye a una variedad de sitios en un espacio mas amplio [3].

La serotonina dentro de las neuronas esta contenida en vesiculas en las terminales sindpticas de las
dendritas y de varicosidades axonales y extrasindpticas (cuerpo neuronal o soma) [4]. Los requerimientos para
funcionar como neuromodulador, incluyendo la difusién del transmisor entre sitios de liberacion y los receptores,



sugieren que se requiere de grandes cantidades de moléculas transmisoras. Sin embargo, la sinapsis libera solo
pequenas cantidades ante la llegada de potenciales de accion. Ademéas enzimas y transportadores restringen su
difusién fuera de la region sinaptica, por lo tanto la salida del neurotransmisor hacia el espacio extracelular
desde la sinapsis es poco probable [1]. Ante estimulacion quimica o eléctrica, la serotonina puede ser detectada
en lugares distantes de los sitios de liberacion, sugiriendo que ha sido liberada desde sitios extrasinapticos [1, 5].

Estudios aplicando diferentes técnicas han evidenciado que no solo la serotonina, sino también la dopa-
mina, noradrenalina, el trifosfato de adenosina (ATP) y péptidos son liberados desde el espacio extrasinaptico
en vertebrados e invertebrados, aunque los mecanismos finos mediante los cuales este tipo de liberacion se lleva
a cabo atn no se han comprendido del todo [2].

Debido a la complejidad del cerebro humano, los estudios acerca de la liberacién de serotonina y sus
efectos en el sistema nervioso se pueden llevar a cabo en invertebrados, donde se puede estudiar la contribucion
de neuronas individuales a la conducta, por ejemplo, en invertebrados como las sanguijuelas o en los crustaceos,
los circuitos serotoninérgicos han sido estudiados célula a célula. Los efectos de modulaciéon de serotonina han
sido demostrados desde las neuronas sensoriales hasta los elementos motores. En la sanguijuela, la red formada
por 5 tipos de neuronas serotoninérgicas modulan el nado, el acortamiento, la flexién local, la mucosidad, la
alimentacion y formas simples de aprendizaje [1, 6, 7).

Para estudiar la liberacion de serotonina en el soma y sus efectos en el sistema nervioso, en el laboratorio
usamos como modelo de estudio a las neuronas serotoninérgicas de Retzius del sistema nervioso central de la
sanguijuela Hirudo medicinalis, en las cuales muchos de los mecanismos finos de liberacion de 5-HT en sinapsis
y soma han sido dilucidados [8, 9]. La neuronas de Retzius pueden ser facilmente aisladas y mantenidas en
cultivo donde conservan su capacidad para sintetizar, almacenar y liberar serotonina [10]. Ademas, su gran
tamano provee de excelentes condiciones experimentales para entender principios celulares que también han sido
confirmados en otro tipo de neuronas, incluyendo las de los mamiferos [9].

El objetivo de este proyecto doctoral fue construir un nanoscopio 6ptico con la capacidad de detectar
la serotonina contenida en vesiculas dentro de las neuronas y estudiar el mecanismo por el cual viajan hacia
la membrana, se fusionan y liberan su contenido desde el soma, asi como también detectar su difusién hacia
sitios lejanos para modular el sistema nervioso. A continuacién se describe el mecanismo de liberacién somaética
y los principios fisicos necesarios para detectar y formar imagenes en el nanoscopio. Posteriormente se plantea el
problema especifico a resolver. El capitulo 2 describe la construccion y el funcionamiento del equipo.

Al final se muestran los resultados obtenidos y se detalla el trabajo a futuro que permitira expandir
las capacidades en resoluciéon de nuestro nanoscopio para resolver vesiculas individuales durante la liberacién
somética o verla en los estrechos espacios intercelulares. Ello permitiré expandir nuestro conocimiento acerca del
funcionamiento de la serotonina en el sistema nervioso. De este trabajo también se deriva un mejor entendimiento
de los procesos fotoquimicos de la fluorescencia de serotonina, que no son tan simples como se han reportado
en otros trabajos [11, 12|. Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer nanoscopio no lineal construido
en latinoamérica con capacidades de computo, velocidad y resoluciéon para estudiar este tipo de mecanismo
biologicos.



1.2. El sistema nervioso de la sanguijuela y la liberaciéon somatica

El sistema nervioso central de la sanguijuela esta formado por una cadena de ganglios, cada uno de los
cuales controla de manera independiente un segmento del animal. Los 21 ganglios segméntales son muy similares
entre si, con alrededor de 400 neuronas distribuidas de una manera estereotipada [13]. El gran tamaio de los
cuerpos neuronales los hace accesibles a registros electrofisiolégicos y a la inyeccion de colorantes, lo que ha
permitido que la mayoria de las neuronas del ganglio hayan sido identificadas por su funcién, sus conexiones y
su contribuciéon a la conducta [14]. Hay 7 neuronas serotoninérgicas en cada ganglio, entre las que destacan el
par de neuronas de Retzius, que son las mayores, alcanzando un didmetro somético de 80 pm [15] (Figura 1.1).

Segmental (Midbody) y
A Head (Rostral) Tail (Caudal)

Ganglion

Ganglia Ganglion

Anterior Sucker Segment Posterior Sucker

Figura 1.1: Sistema nervioso central de la sanguijuela. (A) compuesto por 21 ganglios intermedios. Cada ganglio
contiene 400 neuronas, la mayoria de las cuales ha sido plenamente identificadas. Las neuronas de Retzius
resaltan por su tamano (B) y son las principales sintetizadoras y liberadoras de 5-HT. (C) Reconstruccion de
una neurona de Retzius en el ganglio tefiida mediante la inyecciéon de rojo de Texas. La imagen fue obtenida
mediante sobreposicién de iméagenes confocales en planos x,y,z después de ser deconvolucionadas, imagen tomada
de [16].

El soma de las neuronas de Retzius contiene serotonina en vesiculas densas de 100 nm de didmetro
[10], que en reposo estan ensambladas en camulos asociados al citoesqueleto (formado por microtubulos) y
permanecen distantes de la membrana plasmatica. En respuesta a trenes de 10 potenciales de accion generados
con una frecuencia de 20 Hz mediante inyecciéon de corriente, los camulos son movilizados por motores hacia la
membrana usando a los microtubulos como rieles. Todas las vesiculas de un ctimulo liberan su contenido en un
lapso de tiempo que va entre los 100 y los 400 segundos que sigue a la estimulacién eléctrica. Trabajos en el
laboratorio han estimado que el tren de impulsos evoca exocitosis de aproximadamente 60,000 a 100,000 vesiculas
del cuerpo celular. Por el contrario, la estimulacién con 10 impulsos a 1 Hz no evoca este tipo de exocitosis a
gran escala [9, 17]. En a Figura 1.2 se muestran micrografias electronicas de una neurona de Retzius cuando es
estimulada a 1 Hz y a 20 Hz. Estimulando a 20 Hz las vesiculas fueron movilizadas hacia la membrana para ser



Figura 1.2: Micrografias electrénicas de una neurona de Retzius. A la izquierda la célula fue estimulada con trenes
de impulsos a 1 Hz. Las vesiculas se mantuvieron alejadas de la membrana. A la derecha estimulada con trenes
de impulsos a 20 Hz, las vesiculas ya se han movilizado y se encuentran cercanas a la membrana plasmatica.

fusionadas [9].

La liberacion de serotonina desde el soma se inicia cuando 10 impulsos con una frecuencia de 20 Hz
producen un transitorio rapido de calcio intracelular (Ca?™) que activa el transporte de vesiculas. La liberacion
es mantenida mediante una retroalimentacion positiva en la cual la liberaciéon de la misma serotonina activa
autoreceptores 5 — HTy acoplados al PLC (fosfolipasa C). Esto produce un incremento submembranal de Ca®*
incrementando ain mas la exocitosis. Este sistema de lazo cerrado acaba cuando la dltima vesicula del camulo
llega a la membrana y libera su contenido. El mecanismo de liberacion se detalla en la Figura 1.3. Se ha visto
que una segunda exocitosis puede ocurrir ante la ausencia de una estimulaciéon eléctrica adicional, dado que
el transitorio submembranal de Ca?* no ha terminado. Esto sugiere que un solo tren de impulsos a 20 Hz
también induce el transporte de camulos de vesiculas distantes, asociados al mismo tipo de transporte de rieles
microtubulares, estos ciimulos se aproximan pero no siempre llegan a la membrana plasmatica, constituyendo la
reserva de serotonina para responder a una nueva estimulacion eléctrica [9].

El transporte vesicular que lleva las vesiculas a la membrana se lleva a cabo con base en los microtibulos.
Este tipo de transporte es mediado por motores moleculares y por lo tanto la liberacién somatica depende
indirectamente de la sintesis del ATP. La cantidad de C'a®" inducido por la estimulacion eléctrica determina el
naumero de cimulos de vesiculas transportados y fusionados mediante la sintesis de ATP por la mitocondria. La
concentracién de Ca®t decae conforme se propaga al interior de la neurona, como consecuencia, las mitocondrias
asociadas a cimulos cercanos a la membrana reciben mas Ca?* respecto a los que se encuentra mas alejados. Por
lo tanto, los motores moleculares asociados a estos cimulos externos detectan mas ATP y el transporte vesicular
es mas eficiente que el de aquellos mas alejados. De esta manera el nimero de ctiimulos de vesiculas transportadas
y fusionadas es proporcional a la amplitud del primer transitorio rapido de Ca®* [9).
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Figura 1.3: Ciclo de liberacién extrasinaptica de serotonina. El ciclo inicia con las vesiculas y la mitocondria
en reposo alejadas de la membrana. Ambas estdn asociadas a los microtubulos anclados a la membrana. El
reticulo endoplasmico (er) se encuentra entre la membrana y los cimulos en reposo (A). Un tren de impulsos
evoca la entrada de Ca®T transmembranal (B) que inicia la exocitosis de vesiculas que llegan a la membrana.
La entrada de Ca?" activa los receptores de rianodina (RyR) lo cual induce la liberacién de mas Ca?*. Este
primer transitorio de C'a?* llega hasta la mitocondria, que en respuesta produce ATP que activa a los motores
de cinesina. En (C) las vesiculas son transportadas hacia la membrana plasmatica. Conforme las vesiculas llegan
a la membrana y se fusionan, la corteza de actina (ac) se abre y la liberacion de 5-HT activa los receptores 5HT5
(5HT3R) iniciando una liberacion en cascada. Como consecuencia se activa fosfolipasa C (PLC) que induce la
produccién de IPs. Este acttia en sus receptores (IP3R) lo cual produce liberacion de Ca?t que produce mas
fusion vesicular (D). Cuando la liberacion acaba y la tltima vesicula es fusionada, la endocitosis produce cuerpos
multivesiculares (MVB) que son transportados de vuelta al interior del soma (E). Los niveles de calcio regresan
a sus niveles basales y el sistema regresa al reposo (A). Imagen tomada y modificada de [9].



La concentracion de serotonina dentro de las vesiculas es de 270 mM, formando un gel, que en el volumen
vesicular corresponde a aproximadamente 90,000 moléculas [4]. Cada cimulo de vesiculas se mueve distancias
de 0.6-6.0 wm con una velocidad de 15-90 nm/s. Antes de llegar a la membrana son recibidas por la corteza de
actina que es una malla donde los motores de miosina se acoplan a la actina para impulsar a las vesiculas a la
membrana y liberar su contenido [18, 19].

Este tipo de liberacion es importante en la modulacion del sistema nervioso. La evidencia experimental
sugiera que el mecanismo anteriormente mencionado opera en sistemas serotoninérgicos en neuronas de mamiferos
[11, 20]. La serotonina liberada puede ser capturada por transportadores en las células gliales que rodean las
neuronas para ser distribuida en el sistema nervioso.

1.3. ;Coémo estudiar la liberacién soméatica de serotonina?

Para estudiar el mecanismo de liberaciéon somatica de serotonina existen distintas técnicas, entre las méas
usadas son: las amperométricas [4, 10|, las micrografias electronicas [7, 21| y las de microscopia 6ptica [11, 22],
siendo estas dltimas las menos invasivas y permitiendo estudiar los mecanismos biologicos en muestras vivas con
una resolucion limitada por las propiedades de la luz y las componentes 6pticas. La molécula de serotonina tiene
la propiedad de fluorescer naturalmente en el rango visible del espectro electromagnético cuando es excitada
con luz ultravioleta (UV) [23, 24], esta propiedad es de gran utilidad ya que evita el uso de colorantes en la
muestra. Lamentablemente el estudio de la serotonina en neuronas usando esta propiedad se ha visto limitado
por la toxicidad de la luz UV que excita a la serotonina de manera natural.

Para el estudio de la liberacién somética de serotonina en nuestro nanoscopio, usamos dos efectos
6pticos complementarios no lineales producidos al irradiar una muestra con un campo electromagnético muy
intenso: la fluorescencia ante la absorcion multifotonica y la generacion de los segundos arménicos. La absorcion
multifotonica consiste en irradiar a una neurona que contiene serotonina con longitudes de onda de baja energia
en el rango del infrarrojo cercano (IR). Al interaccionar con la muestra los fotones suman sus energias individuales
para producir una excitacion equivalente a la de un foton de alta energia, por ejemplo (UV) [25]. Por otro lado,
estructuras como los microtubulos y la corteza de actina pueden doblar la frecuencia del laser de excitacion y
por lo tanto emitir luz con la mitad de la longitud de onda y el doble de la energia (segundo arménico) [26].
Estas dos senales nos dan informaciéon complementaria que, por un lado, nos permite visualizar a la serotonina
en los ctiimulos de vesiculas, y por otro permite ver a los rieles mediante los cuales los ctimulos son llevados hacia
la membrana.

A continuacion se describen los principios fisicos de la absorcién multifoténica y los segundos armoénicos,
asi como también las propiedades 6pticas y quimicas de la molécula de serotonina.
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1.3.1. Microscopia multifoténica

Desde su invencion en 1957 [27], el microscopio confocal fue la técnica de microscopia usada por exce-
lencia para obtener voltimenes en 3 dimensiones a partir de cortes en planos focales [28], tuvieron que pasar mas
de tres décadas para que apareciera una nueva alternativa llamada (primero) microscopia de dos fotones imple-
mentada por Denk y Webb en 1989 [29]. Su principal caracteristica radica en que su fluorescencia es producida
a partir de una excitaciéon no lineal. Como consecuencia el volumen de excitaciéon esta regido completamente
por la fuente de iluminacién. En contraste, en el microscopio confocal el volumen depende tanto de la fuente de
iluminacion como de las componentes opticas usadas para la deteccion [30]. Otra consecuencia de la dependencia
no lineal de la excitacion es la necesidad de un laser pulsado para iluminar la muestra. A pesar de ello, las com-
ponentes mecénicas y de formacion de imagenes de ambos tipos de microscopios son esencialmente las mismas.
Debido a ello los primeros microscopios de dos fotones fueron construidos modificando microscopios confocales
[31-33]. Incluso su implementaciéon es mas simple ya que no necesita de un pinhole.

La teoria de la excitacion con dos fotones fue descrita por Maria Goppert-Mayer en 1931. Una molécula
que absorbe simultaneamente dos fotones de baja energia puede emitir un fotén de alta energia. Sin embargo,
debido a que la probabilidad de transiciéon de este proceso no lineal es muy pequena para ser producida por
fuentes de iluminacion incoherentes, solo pudo ser comprobada experimentalmente hasta 1961 en cristales [34]
con la invencion del laser. El principio de dos fotones se puede extender a la absorcion de tres o mas fotones [22,
35-38], o incluso a procesos més complejos donde una absorcion de n fotones se deriva de un estado intermedio
producido por una absorciéon previa de m fotones [39]. Por eso en este trabajo preferimos el uso del término
microscopia multifotonica, mas adecuado y cada vez més usado actualmente [40-43].

Los procesos 6pticos no lineales estan descritos por la ecuacion de polarizabilidad P, inducida por
campos eléctricos muy intensos [44, 45] y que se expresa de la siguiente forma:

P(t) = e XV E®) + xPE2(t) + XD E3(t) + ... (1.1)

Donde E es el campo eléctrico, ¢ es la permitividad del vacié y x(™ es la susceptibilidad eléctrica de
orden n. Para medios centrosimetricos los términos de orden par de x(™ desaparecen. Asi el menor termino no
lineal para este tipo de medios es x®), que describe procesos como la absorcion de dos fotones y la generacion
del tercer armonico, x(® describe el proceso de absorcion de tres fotones, etc. Para medios no centrosimétricos
x?) describe la generacion de segundo arménicos y la suma de frecuencias por mencionar algunos [37].

En la Figura 1.4 se muestra el diagrama de Jablonski para la absorcion multifoténica de la molécula de
serotonina. Esta molécula naturalmente puede absorber un fotén con una longitud de onda de 275 nm (UV) y
emitir fluorescencia centrada en 340 nm (violeta). Esta misma fluorescencia es producida cuando tres fotones (830
nm), cada uno con 1/3 de la energia necesaria para la excitacion monofoténica, interaccionan simultaneamente
en el espacio y tiempo con la molécula.

Una caracteristica importante de la excitacion multifotonica es que se escala exponencialmente con la
fuente de iluminacion:

Wi =onsl (1.2)

Donde I; es la intensidad de la iluminacién incidente en la molécula, n es el nimero de fotones absorbidos
Y 0ny es la seccion transversal (action cross-section, correspondiente al area efectiva de la muestra vista por el
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haz de excitacion) [30, 46]. Debido a la naturaleza ineficiente de los procesos multifotonicos, se requiere de una
iluminacién intensa para compensar las secciones transversal pequenas. La consecuencia de esto es un ventaja, ya
que la excitacion multifotonica esta intrinsecamente confinada a volimenes muy pequenos donde la intensidad
de iluminaciéon es muy alta, como cuando el laser es enfocado en la muestra. Desafortunadamente los laseres
convencionales no generan las intensidades necesarias para que el efecto se lleve a cabo. Por ello el uso de laseres
pulsados es necesario.

La excitacion multifotonica es particularmente util para capturar imégenes en medios turbios como lo
son las muestras biologicas. Cuando el laser es enfocado en la muestra en microscopios convencionales monofo-
tonicos, parte del haz es dispersado y se produce fluorescencia fuera del plano focal de interés. En la microscopia
confocal, mucha de esa fluorescencia fuera de foco es rechazada por el pinhole, en el caso de la excitacion multifo-
tonica la probabilidad de que la luz dispersada genere fluorescencia es practicamente nula, produciendo imagenes
de un solo plano focal. Otra ventaja es que la excitaciéon es tipicamente producida por laseres en el rango del
IR, que son particularmente benéficos ya que causan menos dano en la muestra, debido a que luz IR es menos
absorbida y dispersada que la luz UV [47], ademas la separacion en longitud de onda entre la luz de excitacion
y la detectada simplifica considerablemente el uso de componentes 6pticas [30].

Excitacién Excitaciéon Segundos
monofotdnica multifoténica armonicos
— . — 7N

(UUL, A WL’ [UUL’

1l
Pl ow

A, =275nm A, =340 nm A, =830 nm A, =340 nm A, =830 nm A, =415nm

e e

[

Figura 1.4: Diagramas de Jablonski para la absorcién monofotonica (izquierda) y multifotonica (centro) de la
molécula de serotonina. Tres fotones con una longitud de onda de 830 nm pueden sumarse para producir una
excitacion equivalente a la de un solo foton de 275 nm, la relacién de energias es de 1 a 3 respectivamente. Los
dos tipos de excitacion producen fluorescencia centrada en 340 nm. Usando la misma longitud de onda (830 nm)
estructuras no centrosimétricas pueden doblar la frecuencia del haz de excitaciéon y emitir luz a la mitad de la
longitud de onda (415 nm) o el doble de la frecuencia (derecha).
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1.3.2. Generacién de segundos armonicos

La generacion de segundos armonicos (SHG por sus siglas en inglés) en biologia ha sido util para la
caracterizacion de algunas estructuras como tendones, piel y cornea [48, 49]. En particular el colageno ha sido
extensamente analizado debido a que genera SHG eficientemente [50, 51]. Este efecto no lineal, al igual que la
excitacion multifotonica, necesita de una iluminacién intensa producida por un laser pulsado. Como consecuencia
su implementacion en un microscopio multifoténico es directa [52]. En la Figura 1.4 a la derecha se muestra el
diagrama de Jablonski de SHG, en nuestra aplicacién pueden ser generados por la corteza de actina y los
microtubulos usando la misma longitud de onda de excitacion para producir la fluorescencia de la serotonina.

El proceso de emision de SHG es un proceso coherente donde la energia se conserva (no involucra un
estado de excitacion) y depende de la inducciéon del momento dipolar en las moléculas que forman la muestra,
estrictamente la emision esta condicionada al empate de fase (phase matching) y esta descrita por la siguiente
ecuacion:

Ak = kop — 2k =0 (1.3)

Donde k’_gw) es el vector de onda de SHG y m es el vector de onda de la luz incidente, por lo tanto la
conversion es maxima cuando E = 0. En muestras biologicas, la senal de SHG es un proceso cuasi coherente
donde la eficiencia de la conversion depende de la organizacion de las fibras. Fibras orientadas con la polarizacion
de la luz incidente amplificaran la sefial (Figura 1.5) [563, 54]. Esto es de gran utilidad ya que permite estudiar el
nivel de anisotropia de la muestra, que en estructuras bioldgicas es un proceso dindmico. Debido a la naturaleza
no lineal de SHG, su emisiéon se escala con el cuadrado de la intensidad de excitacién, que es confinada a un
volumen muy pequeno donde la probabilidad de emisién es alta, y por lo tanto tiene la capacidad de generar
volimenes en 3D.

Laser

Fibra
Polarizacion
del laser

Segundos arménicos

Figura 1.5: Generacion de segundos arménicos (SHG) en fibras biologicas como el coldgeno. La emision de la
senial depende de la orientacion de las fibras que forman la muestra. Las fibras alineadas con la polarizaciéon de
la luz incidente generaran SHG eficientemente, lo cual permite usar la polarizaciéon como herramienta para el
estudio del nivel de anisotropia de la muestra. Imagen modificada de [53].
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1.3.3. Fotoquimica de la serotonina

La serotonina tiene una estructura molecular relativamente simple, que consiste en un anillo indol con
dos grupos funcionales: un grupo acido HO en la posiciéon 5 y una cadena flexible de etilamina en la posicion 3
(Figura 1.6). Debido a su composicion, la serotonina puede estar cargada positiva o negativamente. Moléculas
como la serotonina con el anillo indol y el grupo HO, conocido como ntucleo 5-hidroxi-indol, pueden absorber luz
en el rango UV del espectro electromagnético y fluorescer en el rango de la luz visible [55-57].

NH,

HO
N\

N
H

Figura 1.6: Estructura molecular de la serotonina. Compuesto por un anillo indol con un grupo écido HO en la
posiciéon 5 y una cadena de etilamina en la posicion 3.

En la Figura 1.7 se muestra el espectro de absorciéon de la molécula de serotonina obtenido por nosotros
con un fluorimetro (Cary Eclipse, Agilent). La banda de absorcion esta en la region del UV, entre 200 y 320 nm,
con picos de absorcién en 220 nm, 275 nm y 295 nm, la emision esta centrada en 340 nm.

[5-HT] =1 mM
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Figura 1.7: Espectro de absorcién y emisiéon de la molécula de serotonina a una concentracién de 1 mM. La curva
violeta entre 200 nm y 320 nm es el espectro de absorcion. Excitando con cualquier longitud de onda (Acyc)
dentro de ese rango (a, b, ¢, o d) se produce una emisiéon en 340 nm con amplitudes que varfan dependiendo de
Aege- Las barras dobles indican donde el instrumento de medicion se saturo.
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La fluorescencia de la serotonina puede ser producida mediante excitacion mono- [23| y multifotonica
[11]. La excitaciéon multifoténica ha permitido su estudio en muestras biologicas usando longitudes de onda de
baja energia (en el rango del infrarrojo). Por ejemplo, fluorescencia de 5-HT en nicleos de rafe en rata ha sido
detectada excitando con luz de 740 nm mediante la absorcion de tres fotones [22]. La emision depende de la
concentraciéon de la serotonina, de la longitud de onda con la que se excita, de la intensidad del laser y del pH.
Estudios con pHs fisiologicos [58] y acidos [56] han mostrado que en el rango de 5-8 los espectros de absorcion y
emision no cambian.

Tres emisiones multifoténicas han sido reportadas para la serotonina, la mas conocida en violeta (340
nm, equivalente a la monofoténica) producto de la absorcion de tres fotones [11, 38|, otra en verde (~500 nm)
como consecuencia de una absorcion de 6 fotones [12, 39] y una méas en azul (~400 nm) [59]. Esta altima ha sido
reportada como un corrimiento al rojo de la fluorescencia violeta cuando la concentracion de 5-HT es muy alta.
El estudio de la dependencia en concentracion de 5-HT de estas fluorescencias es de suma importancia debido
a que la serotonina se encuentra en altas concentraciones dentro de las vesiculas (270 mM) y al ser liberada y
diluida al espacio extracelular su concentracion disminuye.

1.4. Planteamiento del problema

Para estudiar el mecanismo de liberacion somatica de serotonina y sus efectos en el sistema nervioso se
construy6 primero un microscopio 6ptico con la capacidad de excitar y capturar la fluorescencia multifoténica
de 5-HT en un rango amplio de concentraciones, asi como también detectar las componentes en polarizacién de
los segundos armonicos producidos por los microtubulos y la corteza de actina cuando los cimulos de vesiculas
son movilizados hacia la membrana.

En nuestro microscopio las imagenes se forman mediante el barrido de un laser pulsado. Para el estudio
de la anisotropia del citoesqueleto se usa un cubo polarizador que separa las dos componentes en polarizacién
de los segundos armonicos para ser detectadas independientemente. Debido a su coherencia y al requerimiento
de phase matching, los SHG capturados en reflexion contienen informacion distinta de los capturados en trans-
misién. Sin embargo tejido biolégico puede considerarse como muestra delgada donde los segundos armonicos
son preferentemente generados con la misma direccion de propagacion del haz de excitacion [30]. Por lo tanto
el microscopio fue disenado para capturar la fluorescencia como luz reflejada y los SHG como luz transmitida.
Durante el proceso de liberacién se plantean tres escenarios:

1. Neurona en reposo. Los camulos de vesiculas llenas de serotonina con una concentraciéon de 270 mM
se encuentran en el interior de la neurona, alejadas de la membrana plasmaética. La serotonina fluoresce
en respuesta a la iluminacion multifotonica, los microtubulos y la corteza de actina generan segundos
armoénicos en la periferia.

2. Neurona estimulada eléctricamente. Los cimulos de vesiculas son transportados hacia la membrana
donde las vesiculas se fusionan y liberan su contenido al espacio extracelular. La serotonina fluoresce en
respuesta a la iluminacién multifotonica; los microtubulos sirven como rieles y la corteza de actina se abre
para dejar pasar las vesiculas y transportarlas. Por lo tanto los segundos armonicos varfan en intensidad
en sus dos componentes de polarizacion.

3. Difusiéon extracelular. La serotonina en el espacio extracelular es diluida y capturada por las células
gliales para ser transportada a lugares distantes. Los patrones de fluorescencia indican la concentraciéon y
con ello la dinamica temporal.
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Se habilitaron dos canales para la captura de la fluorescencia, uno para la fluorescencia violeta o azul y
otro para la verde. En total el microscopio tiene la capacidad de capturar cuatro imagenes por segundo en cuatro
canales simultanea e independientemente. La configuracion del microscopio es vertical, para posteriormente hacer
experimentos directamente en cerebro de ratones.

En esta trabajo ademaés hicimos un estudio sistematico de las fluorescencias multifotonicas de serotonina
a diferentes concentraciones en condiciones fisiologicas (pH = 7.4) con un laser pulsado usando longitudes de
onda de 690 - 760 nm, la potencia fue acotada a 60 mW que es la maxima potencia soportada por nuestras
muestras biologicas antes de ser danadas. Nuestro estudio permitioé por un lado entender los procesos fotoquimicos
de fluorescencia de la serotonina, y por otro su posible deteccion dentro y fuera de una neurona a diferentes
concentraciones.

1.4.1. De microscopia a nanoscopia

El microscopio tiene un poder de resoluciéon restringido por el limite de difraccién de Abbe, donde la
capacidad para diferenciar dos puntos cercanos depende de la longitud de onda de iluminacién y de las condiciones
opticas. En nuestro caso, una de las desventajas de la microscopia multifotonica es que al usar longitudes de
onda en el infrarrojo el tamano de la mancha focal aumenta y reduce la resolucion. Concretamente iluminando la
muestra con una longitud de onda de 800 nm y usando un objetivo de microscopio con una apertura numérica de
1, solo podemos diferenciar estructuras separas por aproximadamente 400 nm. Esto es inapropiado para ver una
vesicula de 100 nm. El resolver el movimiento de vesiculas individuales durante la liberacién se antoja imposible,
y lo es atin mas la visualizacion de la captura y transporte de las moléculas de serotonina a través de las capas
de las células gliales, separadas aproximadamente por 100 nm en el espacio extracelular.

En las ultimas dos décadas han surgido diversas técnicas para sobrepasar el limite de Abbe en micros-
copio Opticos. Las més importantes son: STORM [60], PALM [61], SIM [62] y STED [63]. Siendo esta tltima la
opcién para ser usada en microscopios como el nuestro, ya que sin mayores modificaciones se puede implementar
en un microscopio multifotonico.

El principio basico de la microscopia STED implica inhibir la fluorescencia de moléculas en lugares
especificos de la muestra mediante el proceso de emision estimulada. Para ello dos haces colineales llegan a la
muestra separados por un tiempo 7. El primero con un perfil gaussiano y el segundo con forma de dona. El primer
haz, conocido como de excitacion, excita a las moléculas como en un microscopio de fluorescencia convencional;
un tiempo 7 después el segundo haz con forma de dona llega a la muestra e inhibe la fluorescencia en los bordes
de la muestra excitada. Asi la fluorescencia proviene del centro de la dona alcanzando resoluciones menores a
los 50 nm [64]. Esta inhibicion se logra, mediante emision estimulada, forzando el decaimiento de los electrones
excitados a un estado que emite un fotén ajeno a la fluorescencia. El tiempo 7 es el tiempo que le toma a los
electrones relajarse vibracionalmente en los estados excitados de la molécula antes de decaer naturalmente y
emitir fluorescencia. Con esta técnica se han logrado imagenes de dendritas [65] y vesiculas [66] con resoluciones
por debajo de los 100 nm.

Para aplicarlo a nuestro trabajo, nuestros resultados indican que la fluorescencia multifoténica de 5-HT
en verde es producida como consecuencia de los estados excitados de la fluorescencia en violeta. Por lo tanto,
excitando la serotonina con el haz normal para producir la fluorescencia violeta y forzando la transiciéon a verde
con el haz dona, detectando solo la fluorescencia proveniente del centro de la dona tebéricamente podemos romper
el limite de difraccion y resolver vesiculas individuales en nuestro modelo de estudio. Esta técnica se plantea con
detalle mas adelante.
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Capitulo 2

Desarrollo

El microscopio vertical multifotonico se empezo6 a construir como parte de mi proyecto de maestria [67],
donde se present6 un equipo con la capacidad de capturar 4 imégenes por segundo en dos canales simultaneamente
formadas por 512X512 pixeles y cortes en planos focales de 1 um. Para la adquisicion y procesamiento de imagenes
se presento la primera version del programa de control y captura. También se construyo el soporte principal para
el microscopio, el cual tiene buena estabilidad mecanica, una simulaciéon hecha en Solidworks mostré que sus
frecuencias de resonancia distaban mucho de las frecuencias naturales de oscilacion de los edificios, los pasos de
persona o vibraciones de aparatos electronicos. En la practica esto se refleja con iméagenes sin distorsiones y la
capacidad de hacer experimentos por tiempos largos sin que la muestra se mueva o vibre.

Como trabajo a futuro se propusieron una serie de modificaciones al microscopio que mejorarian cada
una de sus componentes electronicas, Opticas y de programacion. Esto permitiria expandir su funcionalidad. En
esta tesis doctoral se muestran esas mejoras. Ademas el hecho de tener acceso a cada parte del microscopio
permitié implementar nuevas técnicas de microscopia y expandir las mediciones en muestras biologicas. También
se propone adaptar una técnica de superresolucién para resolver estructuras mas pequenas que las que resuelve
el limite de difraccion descrito por Abbe.

La Figura 2.1 muestra el diagrama del microscopio. El haz del laser pulsado es llevado a los objetivos
(10x, 40x o0 60x) mediante un par de espejos galvanométricos. Antes de ingresar al objetivo, el haz es acondicionado
usando un par de lentes en arreglo telescopico que se conocen como lente de barrido y lente de tubo. La muestra
es excitada y se capturan simultaneamente la fluorescencia multifoténica de la serotonina (violeta y verde)
como luz reflejada y los segundos armoénicos como luz transmitida. Para evitar cualquier cambio mecéanico en
el camino 6ptico del microscopio durante la experimentacion, se usaron espejos dicroicos para la separacion del
haz de excitacion de las senales de fluorescencia y SHG (en el apéndice A se listan las componentes Opticas del
microscopio).

Las emisiones fluorescentes son separadas usando un espejo dicroico y capturadas en canales indepen-
dientes. Los segundos armoénicos son capturados con un condensador de alta apertura numeérica y llevados a
un cubo polarizador, la polarizacién de los segundos armonicos contiene informacion sobre la orientacion de las
fibras de los microtuibulos y de la corteza de actina. Cada componente de polarizaciéon de los segundos armoénicos
es capturado en canales diferentes usando fotomultiplicadores de alta sensibilidad. Cada canal tiene su respectivo
filtro de emision y un filtro liquido de sulfato de cobre que elimina cualquier senal IR, proveniente del laser. Debido
a la capacidad de nuestro equipo para modificarse, pudimos acoplar un monocromador (SpectraPro-500, Action
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Figura 2.1: Diagrama del microcospio vertical. El laser es acondicionado para llenar la apertura de entrada
del objetivo. El patron de barrido es producido por un par de espejos galvanométricos. El microscopio captura
simultdneamente las dos fluorescencias multifoténicas de la serotonina como luz reflejada (lineas verde y azul) y
la generacion de segundos armonicos como luz transmitida (linea lila). Las sefales son separadas usando espejos
dicroicos y ademéas cada canal tiene su filtro de emision, mas un filtro liquido de sulfato de cobre saturado
que elimina remanentes del laser. Un cubo polarizador separa las componentes de polarizaciéon de los segundos
armonicos.
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Research Corporation) que nos permitié estudiar las componentes espectrales de la molécula de serotonina.

El control de las componentes electromecanicas del microscopio, asi como la captura, procesamiento
y despliegue de imégenes se hicieron con tarjetas de adquisicion de National Instruments programadas con el
lenguaje de programacion Lab View. A continuacion se describen cada uno de los modulos por los que esta formado
el microscopio.

2.1. Excitacion multifoténica

La fuente de excitacion es un laser pulsado (Chameleon Ultra IT, Coherent) que emite pulsos de 140 fs a
una frecuencia de 80 MHz. Se puede sintonizar longitudes de onda desde 680 nm hasta 1080 nm, a una potencia
promedio méaxima de 4 Watts (Figura 2.2). Para acoplar el laser a la muestra se disefiaron un control de potencia
y el sistema de barrido.
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Figura 2.2: Curva de emision del laser pulsado Chameleon Ultra II. Sintonizable de 680 a 1080 nm, 140 fs de
duracién de pulso a 80 MHz y una potencia promedio maxima de 4W.

Para controlar la potencia del laser existen varias alternativas. Dos son las mas comunes y parten del
mismo principio: cambiar la orientaciéon de polarizacion de la fuente de luz y posteriormente hacerla pasar por otro
polarizador cuyo eje de polarizacion es fijo. Asi la luz transmitida es proporcional al &ngulo entre la polarizacion
de la luz incidente y el polarizador, como es descrito por la ley de Malus [68]. La diferencia entre los métodos
radica en la forma en que se rota la polarizacion de la luz incidente. La primera es usar un retardador de media
onda, donde un cristal birrefringente introduce una diferencia de fase entre las ondas e y o, y al recombinarse
la luz emerge del retardador a un angulo 6 [68]. La otra alternativa es usar una celda de Pockels, donde la luz
es rotada bajo el mismo principio (cambio de indice de refraccion), pero el efecto se logra al aplicar un campo
eléctrico a un cristal carente de centro de simetria [44]. La ventaja de esta segunda alternativa es la velocidad
del cambio de polarizacién, aunque el precio se incrementa considerablemente. Nosotros utilizamos la primera
opcion para el control de potencia del microscopio por cuestiones de precio, pero sobre todo por que cumplia con
los requerimientos de nuestro equipo. El segundo moédulo es el sistema de barrido, el cual fue disenado ad hoc,
trabajamos con 6ptica corregida a infinito y el barrido se hizo con espejos galvanométricos de baja inercia.
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2.1.1. Control de potencia del laser

El principio de funcionamiento del control de potencia del laser es rotar el retardador de media onda
hasta encontrar el dngulo en el cual la potencia deseada emerge del polarizador fijo. Para que esta potencia
se mantenga a pesar de variaciones de temperatura o de potencia de salida del laser se necesita un sistema de
retroalimentaciéon que continuamente mida la potencia de salida y corrija el angulo del retardador de onda. El
diagrama del controlador de potencia se muestra en la Figura 2.3, donde el retardador de media onda (10RP52-
4, Coherent) esta montado en una platina rotatoria motorizada (PR50CC, Coherent) controlada por el driver
SMC100CC (Coherent). El polarizador fijo es un polarizador de calcita Glan-Laser (10GLOSAR.16, Coherent)
que solo deja pasar luz orientada con su eje de polarizacion (paralelo a la mesa de trabajo) y el resto es desviada
hacia un beam dump que disipa la potencia no deseada como calor. Para el sistema de retroalimentacion se
us6é un muestreador de haz (BS, beam sampler 10B20-01NC.2 Coherent) que refleja una porciéon del haz hacia
un fotodiodo de silicio (FDS100, Thorlabs) calibrado para todas las longitudes de onda de nuestro laser. Parte
fundamental de la calibracion e implementacion del controlador fue hecho por el estudiante de servicio social
Héctor Leal.
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Figura 2.3: Diagrama del controlador de potencia. Un retardador de media onda rota la polarizaciéon del laser
(WP) y solo pasa luz orientada con el eje de polarizacion del polarizador Glan-Laser (P). La potencia de salida
es regulada mediante un sistema de retroalimentacion PID usando un fotodiodo de silicio (Sensor) que mide una
parte de la potencia de salida usando un muestreador de haz (BS). La potencia no usada es arrojada hacia un
tubo de cobre (BD) que la disipa como calor.

El algoritmo de control usado fue un PID (Proportional, Integral and Derivative controller), cuyo
comportamiento esta descrito por la siguiente ecuacion:

de(t)
dt

u(t) = Kpe(t) + K; /000 e(t)dt + K4 (2.1)

Donde u(t) es el cambio de angulo en el retardador de onda, esencialmente este controlador compara la
salida del sistema (potencia que es funcion de #) con un valor deseado de potencia (set point), calcula un error y
corrige el angulo del retardador, de tal forma que el error e(t) converja a cero lo mas rapido posible. Cambiando
cada ganancia (K, K;, K4), se determina qué tan sensible es la respuesta del controlador. Una parte importante
para el correcto funcionamiento del PID es el modelado de la planta, entendida como el sistema trabajando en
lazo abierto (sin retroalimentaciéon). En nuestro caso es el valor de potencia que le corresponde a cada adngulo
del retardador de onda (de 0 a 45 grados) a una longitud de onda dada. La funcién de la planta es proveer del
primer valor de angulo cuando se requiera una potencia y a partir del cual el controlador empezaré a corregir
hasta que el error sea cero. El tiempo de respuesta del controlador PID depende en buena manera de la precisién
con la que se mida la planta. La planta medida para nuestro sistema se muestra en la Figura 2.4.
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Figura 2.4: Planta para el controlador PID de potencia. El angulo 6 del retardado varia de 0 a 45 grados, se
muestra la potencia medida para cada longitud de onda del laser pulsado.

La curva en la Figura 2.4 se puede reproducir con la siguiente ecuacion:

0 = 34,3 — 0,08\ + 834P 4+ 4,9X107°X% — 1,97AP — 30,8P? + 1,17X10 3\ ?P + 0,033\P? + 1,17P®  (2.2)

Donde 6 es el angulo del retardador de onda para una potencia P a una longitud de onda A.

Un detalle mas que se tomo en cuenta para al disefio del controlador fue medir la potencia entregada en
la muestra. Para esto se hizo un mapeo entre la potencia a la salida del controlador y la potencia después de cada
objetivo del microscopio usando un medidor comercial S40C1 (Thorlabs). Se obtuvieron factores de atenuacion
que corresponden a la suma de las perdidas de potencia debida a las componentes 6pticas del camino 6ptico.

El incremento minimo de potencia de nuestro controlador es de 300 W con un tiempo de respuesta de
50 ms. La potencia maxima se acoté a 60 mW (potencias mayores queman la muestra). En la figura 2.5 el trazo
azul es la potencia requerida y el trazo rojo la respuesta del controlador PID, el tiempo que le toma al controlador
cambiar la salida de 0 a 60 mW es 7 segundos, tomando en cuenta el sobrepaso natural del algoritmo de regulacién.
Se le llama sobrepaso a potencias entregadas por el controlador mayores a la deseada, es un artefacto inherente
al algoritmo de regulacién. Entre menor sea la diferencia, el controlador puede llegar al valor deseado en menor
tiempo. Es importante senialar que para incrementos de potencia menores a 10 mW el controlador no tiene
sobrepaso (como se muestra en la parte final de la curva en la Figura 2.5). El controlador responde mas rapido
a costo de tener mas sobrepaso antes de llegar al valor deseado. El controlador fue sintonizado de tal forma que
cumpliera con los requerimientos de nuestros experimentos.
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Figura 2.5: Potencia en la muestra regulada por nuestro controlador de lazo cerrado PID. La linea azul representa
el valor deseado de potencia y la linea roja el valor entregado. En la grafica se muestran tres diferentes cambios:
de 1 a 60 mW, de 5 a 40 mW y de 1 a 10 mW. Los tiempos en los que el controlador es estable (cuando la
diferencia entre el valor deseado y entregado es cero) fueron de 7, 4 y 3 segundos respectivamente. El incremento

menor de potencia es de 300 uWW con un tiempo de respuesta de 50 ms. El sobrepaso es menor entre menor sea
el incremento de potencia.
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2.1.2. Sistema de barrido

Para realizar el barrido del laser en la muestra, en este tipo de microscopios se usan cuatro componentes:
espejos de barrido, un par de lentes en arreglo telescopio (lente de barrido y lente de tubo) y un objetivo con
correccion a infinito. El diagrama del sistema se muestra en la Figura 2.6.
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Figura 2.6: Diagrama del sistema de barrido. Los espejos de barrido rotan £6; el haz del laser. La lente de
barrido proyecta la imagen de los espejos en un plano focal intermedio que a su vez es tomada por la lente de
tubo y proyectada en la entrada posterior del objetivo. La funcion de las lentes telescopicas es ensanchar el haz
para llenar la apertura de entrada de los objetivos y transformar el movimiento de rotacién del haz debido a
los espejos en movimiento de translacién en un plano 2D. El haz entra al objetivo con un angulo de rotacién
460> que es proyectado en la muestra. La flourescencia capturada por el objetivo como luz reflejada es llevada
a un fotomultiplicador (PMT) donde es transformada a voltaje para posteriormente ser digitalizada. Imagen
modificada de [69].

El sistema en conjunto funciona de las siguiente forma: dos espejos galvanométricos crean un barrido
en 2D (uno se mueve en el eje X y otro en el eje Y); la lente de barrido proyecta una imagen real de los espejos (y
por lo tanto del barrido) en su plano focal. Posteriormente la lente de tubo toma esa imagen y la proyecta en la
apertura de entrada del objetivo que finalmente enfoca la luz en la muestra. Las funciones del arreglo telescopico
son: colimar y ensanchar el haz de tal forma que sobre llene la apertura de entrada del objetivo para aprovechar
toda su apertura numérica y transformar el movimiento de rotacion de los espejos galvanométricos en translacion
en el plano focal del objetivo.
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Para implementar el sistema de barrido es necesario calcular la distancia dy (Figura 2.6) de separacion
entre los espejos gavanométricos y la lente de barrido manteniendo fija la distancia del arreglo telescopico. A
partir de la ecuacion de lente plana se puede llegar a la siguiente expresion:

(f1)*
f2

o dy(fhy2 (2.3)
fa

dy =

Esta ecuacion resuelve la proyeccion del barrido en la entrada posterior del objetivo a partir de los

focos de la lente de barrido (f;) y la lente de tubo (f3). Para la solucion de esta ecuacion se propone la distancia

ds entre la lente de tubo y el objetivo, la cual tedéricamente puede extenderse sin mayor problema (de ahi la

utilidad de los objetivos corregidos a infinito). Adicionalmente para cumplir el requerimiento de la apertura

numérica se necesité ensanchar ~4 veces el haz ya que a la salida del laser tiene un didmetro de 3 mm. El

ensanchamiento también es funciéon de los focos de las lentes y esta dado por la relacion M = % Para nuestro
sistema encontramos los siguientes valores:

dy = 2,5mm
f1=50mm
f2 = 200mm
ds = 250mm
M=14

Para el sistema de barrido usamos un par de espejos galvanométricos modelo 6210H de Cambridge
Instruments. Las lentes son dobletes de 2 pulgadas de diaAmetro para evitar aberraciones. Los objetivos 10x, 40x
y 60x son corregidos a infinito y pertenecen a la misma serie (CFI - Chrome-Free Infinity, W - Water dipping,
Nikon). Debido a que conservan las mismas dimensiones mecanicas, nuestro sistema no debe recalcular las dis-
tancias del sistema de barrido cuando se cambia de objetivo. En la tabla siguiente se muestran las especificaciones
de los objetivos.

Magnifiacién NA W.D. (mm) Distancia focal (mm)

CFI Fluor 10x W  0.30 2.0 20.0
CFI Fluor 40x W 0.80 2.0 5
CFI Fluor 60x W 1.0 2.0 3.3

El movimiento de los espejos gavanométricos que genera el patron de barrido en la muestra es controlado
mediante una senal de voltaje. Cero Volts corresponden a los espejos sin rotacion y +15 Volts corresponden a +20
grados de rotacion. El voltaje para los dos ejes fue generado con la tarjeta de adquisicion PCI-6110 (National
Instruments) con una resolucion de 16 bits. La frecuencia de la senal de voltaje para el eje X fue F; = 1024 Hz o
2048 lineas por segundo y para el eje Y F» = 2 Hz. La frecuencia del eje Y corresponde al barrido de 4 imagenes
por segundo, cada medio ciclo es una imagen con 512 lineas. En la figura 2.7 se muestra el patron de barrido
en forma de sefial triangular que usamos, el angulo de rotacion para cada espejo fue de £0,75 grados (1 Volt de
amplitud de la senal). Se escogio este patron de barrido por ser el mas eficiente, el viaje de regreso del espejo
también se aprovecha para adquirir pixeles en la muestra. Por el contrario con el patrén de barrido diente de
sierra (uno de los méas usados) el viaje de regreso de la rotacion del espejo no es aprovechado. Cabe senalar es
muy importante que las dos senales inicien al mismo tiempo para la correcta formaciéon de la imagen.
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F.

Figura 2.7: Patron de barrido generado con los espejos galvanomeétricos, el arreglo telescopico y el objetivo. El
patrén en voltaje es una senal triangular para los dos ejes, donde el movimiento de ida y regreso del eje X
corresponde a dos lineas de la imagen; cada medio ciclo del eje Y es una imagen. En la parte de arriba se muestra
la senal de control en voltaje y en la parte de abajo su correspondencia en la formacion de la imagen, la linea
punteada corresponde al area de la imagen.
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2.2. Deteccion de las emisiones

La captura de la luz, tanto fluorescente como de segundos armonicos, se hace con fotomultiplicadores
(PMT) de Hamamatsu. Para cada posicion del laser en la muestra cuatro sefiales son adquiridas simultaneamente
usando la misma tarjeta de National Instrumets (PCI-6110). La tasa de captura de 4 imagenes por segundo (512
X 512 pixeles) implica que cada pixel es procesado con un tiempo de 954 ns, la profundidad del pixel es de 12
bits.

Las senales de los galvanémetros y la captura de las emisiones con los detectores son sincronizados
desde el software de adquisicién usando pulsos digitales. Los corrimientos de pixeles entre lineas de las imége-
nes, producto de pequenos retardos acumulados durante la generaciéon y captura de las senales, son corregidos
digitalmente por nuestro programa de captura.

Para la adquisicion de fluorescencia se usan dos fotomultiplicadores R928HA; para los segundos armo-
nicos se usan otro par de fotomultiplicadores de mayor sensibilidad H7422-40. Las monturas de los fotomultipli-
cadores se muestran en la Figura 2.8. Cada fotomultiplicador tiene una lente colectora con una distancia focal de
60 mm y un filtro liquido de sulfato de cobre diluido en agua a una concentraciéon saturada. El sulfato de cobre
filtra longitudes de onda mayores a 600 nm.

PMT NORAN B
R928HA

PXT1-M

LA1134-A

60 mm lens, 350 - 700 nm Q SM1L20

H7422E

TR50-M :
SMILO3 N\

P

CuSO4filter

SM1QP SM1L20

LA1134-A
60 mm lens, 350 - 700 nm

Figura 2.8: Monturas mecanicas para los fotomultiplicadores. (A) Montura de los PMTs para la captura de
la fluorescencia multifotonica. (B) Monturas para los segundos armoénicos. Cada montura contiene un filtro de
sulfato de cobre (CuSO4) y una lente colectora de 60 mm LA1134-A. Las lente y el el filtro son centrados y
posicionados con el tubo SM1L20. Las monturas SM1QP y SM1L03 se usan para colocar filtros de emision.
Todas la monturas y componentes 6pticas tiene un didmetro de 1 pulgada.
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2.2.1. Conversion de corriente a voltaje

La senal de salida de los fotomultiplicadores es una corriente eléctrica muy pequena, del orden de los
micro amperios, proporcional a la luz detectada. Esta debe ser transformada en voltaje para ser procesada por
la tarjeta de adquisicion. Este modulo no es parte del fotomultiplicador y se vende por separado o se construye
ex profeso. La buena relacion senal ruido y tiempo adecuado de respuesta del detector dependen del buen diseno
del circuito encargado de la conversién. Asi aunque el tiempo de respuesta del fotomultiplicador este en el orden
de las decenas de nanosegundos, un mal disenio del circuito puede generar senales lentas y una mala relaciéon
senal ruido.

Para la transduccion de corriente a voltaje primero usamos un preamplificador comercial SR4/5A
(Stanford Research Systems) que tiene 4 amplificadores en cascada con un ancho de banda de 350 MHz. A pesar
de sus caracteristicas, este amplificador comercial no tuvo la respuesta necesaria para nuestras aplicacion, ya que
al trabajar en cascada el ancho de banda decreci6é bastante y solo pudo procesar senales con tiempos de respuesta
en el orden de centenas de microsegundos. La alternativa fue construir nuestro propio circuito de conversion.

Para ello el circuito mas confiable es llamado de transimpedancia (Figura 2.9), formado por un ampli-
ficador operacional con una resistencia en retroalimentacion encargada de convertir la corriente en voltaje. Esta
resistencia debe tener un valor muy bajo para mantener el tiempo de respuesta lo mas corto posible. La senal
de voltaje que se genera es muy pequena para poder ser procesada por las tarjetas de adquisicidn, asi que la
amplificamos 1600 veces usando 3 amplificadores en cascada disefiados con un arreglo inversor. En el apéndice
B se muestra el diagrama del circuito eléctrico disenado.

Cr
IL

R
L ANN—

PMT
Co== Ro

11l

Figura 2.9: Diagrama del circuito de transimpedancia. Circuito de conversion de corriente a voltaje, la conversion
se lleva a cabo en la resistencia Ry. El voltaje (en el orden de los micro volts) es amplificado 1600 veces para ser
leido por la tarjeta de adquisicion.

Vout

Para medir la constante de tiempo del circuito construido usamos un LED modulado con una senal
cuadrada en el orden de los kHz como entrada al PMT. Se us6é una intensidad baja en el LED y poca ganancia
en el fotomultiplicador para evitar danar el sensor. La Figura 2.10 muestra la respuesta de la etapa de conversion
de corriente a voltaje con el circuito de transimpedancia (senal anaranjada) y dos etapas de amplificacion (en
verde y rojo). La primera etapa de conversion es muy rapida con una constante de tiempo de alrededor de 500 ns,
posteriormente debido a las amplificaciones en cascada la sefial conserva su constante de tiempo pero presenta un
retardo entre el pulso de entrada y el pico de la senal. La amplificacion maxima fue hasta 10V, el mayor voltaje
soportado por nuestra tarjeta de adquisicion. Al final la senal se acot6 hasta 4V donde el tiempo de retardo
maés el tiempo de respuesta es menor a 900 ns. El tiempo de respuesta por pixel necesario para cumplir con los
requerimientos en velocidad de nuestro microscopio debe ser igual o menor a 954 ns. Ademas nuestro circuito
cuenta con una buena relacién senal ruido igual a 100.
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Figura 2.10: Senales de voltaje del circuito de transimpedancia. La figura muestra la conversion de corriente a
voltaje con el circuito de transimpedancia (trazo anaranjado) y dos amplificaciones. Un LED fue usado (trazo
azul) como entrada para poder medir los tiempos de respuesta. La constante de tiempo 7 es menor a 900 ns.
Todas las senales estan normalizadas.

El circuito construido es superior al encontrado en el mercado y es muy confiable para la adquisicién de
senales muy pequenas que varfan muy rapido. La resoluciéon temporal de la captura esta limitada por el circuito
construido y permite en principio capturar el doble o el triple de iméagenes por segundo reduciendo el niimero

de pixeles por imagen. Finalmente el costo de manufactura es de 20 dolares comparado con los 1000 dolares que
cuesta el amplificador comercial.
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2.3. Formacién de imagenes

El patrén de barrido que mueve el haz del laser es una senal triangular, tanto para el eje X como Y,
donde cada posiciéon del laser en la muestra corresponde a un pixel. La Figura 2.11 muestra el principio del
movimiento del laser y la captura de pixeles. Las lineas nones de la imagen estdn ordenadas en un sentido y las
lineas pares en el contrario. A pesar que el movimiento del barrido es en 2D, la tarjeta de adquisicién captura
todo como un vector de una dimensiéon y posteriormente nuestro programa crea una matriz en 2D de 512 X 512
invirtiendo el sentido de las lineas pares de la imagen. Por la misma razon en el eje Y, las imagenes se forman la
primera linea de arriba hacia abajo y para la siguiente imagen de abajo hacia arriba. Nuestro programa despliega
todas las imégenes con el mismo orden.

_— Linea1

— Linea 2
— Linea3

__— Linea4

Figura 2.11: Formacién de imagen. La figura muestra el principio de funcionamiento del barrido y la captura
de pixeles para la formacioén de imagen. Las lineas pares e impares son adquiridas en orden inverso. Cada pixel
(P,,y) esta compuesto por cuatro muestras (M,) que se pueden sumar o promediar. La profundidad del pixel es
de 12 bits; la imagen se forma por 1024 X 1024, 512 X 512 6 256 X 256 pixeles.

Cuatro imagenes por segundo de 512 X 512 pixeles requiere de 1 048 576 muestras, que equivale a que
cada pixel se procese en un tiempo de 954 ns. Nuestra tarjeta de adquisiciéon tiene la capacidad de adquirir 4
canales analdgicos simultaneos a una tasa de 5 mega muestras por segundo, mas de cuatro veces las muestras
necesarias para formar una imagen. Debido a esto, capturamos 4 muestras por pixel para poder posteriormente
sumarlas o promediarlas. Un detalle adicional respecto al barrido, es que debido a la velocidad del movimiento
del espejo galvanométrico correspondiente al eje X, cuando el espejo cambia de direccidon, al desacelerarse en un
sentido y posteriormente acelerarse en el contrario la velocidad no es constante lo que provoca una distorsiéon
en los bordes de la imagen. Para solucionarlo, incrementamos el niimero de pixeles en el eje X a 600, y para el
despliegue solo se toma la parte central correspondiente a 512 X 512. Asi el barrido en un eje es mayor al del otro
eje y solamente el centro del barrido contribuye a la imagen final (Figura 2.12). En total, las cuatro muestras por
pixel para las cuatro imégenes por segundo para un barrido de 600X512 pixeles corresponden a la adquisicion
de 4 915 200 muestras por segundo.
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Figura 2.12: Distorsién del barrido en los bordes de la imagen. Imagen de una rejilla adquirida con nuestro
microscopio usando un objetivo de 10x. El barrido se hizo con una longitud de onda de 690 nm. La senal se
adquiri6 sin filtros de emision. La imagen muestra en el eje X la distorsion en los bordes producida por el cambio
de velocidad del espejo. El eje Y no se presenta distorsiones debido a que la velocidad es considerablemente
menor. El despliegue final corresponde a la parte central del barrido.

Manteniendo el niimero de muestras adquiridas constante se puede variar la distribucién de los pixeles
adquiridos. Asf en una relacién geométrica se puede formar por segundo una imagen de 1024 X 1024 pixeles,
cuatro de 512 X 512 pixeles u ocho de 256 X 256 pixeles. También se programé una rutina de seudo-coloraciéon
para la gama RGB, LowHI (saturacion) e imagen en escala de grises. Ademas nuestro programa tiene la capacidad
de sumar en tiempo real dos imagenes de distintos canales con diferentes colores.

En resumen, las imégenes en nuestro microscopio se forman de la siguiente manera:

1. Una vector de 1D es capturado.

2. Se promedian o suman cuatro muestras para un pixel.

3. El programa arregla los datos en una matriz 2D.

4. Las lineas pares son invertidas.

5. Sila imagen fue formada de abajo hacia arriba se invierte.
6. Los primeros y ultimos 44 pixeles en el eje X se cortan.

7. La imagen se despliega en blanco y negro o pseudocoloreada.
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2.4. Tluminacién y visualizacién de la muestra con luz transmitida

Un arreglo més con el que cuenta nuestro microscopio es una cdmara para luz transmitida que nos
permite ver y enfocar la muestra antes de ser expuesta al laser. Para esto se instald en la parte inferior del
microscopio una iluminacion tipo Kohler. La fuente de luz fue un LED de luz blanca. En la parte superior se
coloco un camara Hamamatsu C2400-77 controlada por nuestro programa de adquisicion. En la Figura 2.13 se
muestra la rejilla de la imagen anterior obtenida con la cAmara en transmision.
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Figura 2.13: Camara de luz transmitida. (A) Diagrama de la iluminacion y captura de la camara digital. (B)
imagen de la rejilla capturada con una cadmara digital en configuracion de transmisiéon iluminada con luz blanca.
El objetivo fue de 40x, la separaciéon entre las lineas es de 10 pym. Este componente permite enfocar el area de
interés en la muestra antes del experimento.

LED

2.5. Automatizacion del eje Z

El revolver con los objetivos y la lente condensadora estan montados sobre platinas micrométricas las
cuales son desplazadas por actuadores de Thorlabs. Para enfocar con el revolver se usa el actuador ZFS25B que
puede soportar una carga de hasta 2 kg de manera vertical, tiene una carrera de 25 mm y una resolucién de 1
nanometro. Para enfocar la lente condensadora se usa el actuador ZST213, que tiene una carrera de 13 mm y
una resoluciéon de 1 nanémetro. El movimiento fino de los objetivos nos permite cambiar el plano focal de interés
en la muestra, por otro lado el movimiento de la lente condensadora esta asociado a la eficiencia de la captura de
los segundos armoénicos y a una buena iluminacién en la muestra con la lampara para obtener imégenes nitidas
en la cAmara digital.

Al estar motorizadas; estas dos componentes del microscopio pueden capturar distintos planos focales
en la muestra. También se pueden automatizar para generar reconstrucciones de volimenes en 3D.
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2.6. Espectroscopia

Con la finalidad de conocer las emisiones de la serotonina en respuesta a las variables de la iluminacién
multifotonica en nuestro equipo montamos un monocromador para capturar fluorescencia como luz transmitida.
Esto permitié hacer un estudio espectral de la fluorescencia de la serotonina a diferentes concentraciones. El
monocromador de la empresa Action Research Center modelo Spectra Pro 500 se instrumenté y caracterizd por
completo debido a que habia estado abandonado desde hace 20 anos.

La rejilla del monocromador de 1200 lineas por mm trabaja en el rango del espectro visible con un
angulo Blaze de 500 nm. Su rotaciéon se control6é usando comunicacion serial programada en LabView. La curva
de eficiencia de la rejilla se midié usando una lampara de Xenon, comparamos su espectro en el monocromador
con otro medido con un espectrometro comercial (Ocean Optics). La figura 2.14 muestra el diagrama del mono-
cromador montado en el microscopio. La fluorescencia es capturada por el condensador y pasada por un filtro de
sulfato de cobre para eliminar remanentes de IR. Posteriormente una lente enfoca la fluorescencia en la ranura
de entrada del monocromador, el haz se expande y es colimado hacia la rejilla de difraccion. La rejilla separa las
componentes 6pticas de la fluorescencia con resolucién de 1 nm y envia la senal al fotomultiplicador H7422P-40.
Rotando la rejilla se puede capturar el espectro visible de emision de la serotonina entre 350 y 600 nm, el cual
esta limitado principalmente por las componentes 6pticas.

Un espectro completo es adquirido en menos de 5 min promediando 15 000 muestras de adquisicion A /D
para cada posiciéon del espectro. Una mayor resolucion es posible a costo de perder amplitud en la senal y con
ello resolucién a bajas concentraciones de serotonina o potencias del laser. La instrumentacion e implementaciéon
del monocromador en nuestro equipo nos permitieron escalar en forma significativa nuestra comprension de los
procesos fotoquimicos de la fluorescencia del neurotransmisor serotonina.
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Figura 2.14: Diagrama del dispositivo para el estudio espectral de la serotonina. El laser pulsado excita una
muestra en el microscopio. La fluorescencia es capturada por la lente condensadora y enviada al monocromador
como luz transmitida. Una lente enfoca y colima la fluorescencia a la entrada del monocromador. Rotando la
rejilla se puede descomponer el espectro de emision de fluorescencia. La captura se hace con un fotomultiplicador
de alta sensibilidad.
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Capitulo 3

Resultados

La Figura 3.1 resume el funcionamiento de la adquisicién y formacion de imégenes en nuestro micros-
copio multifoténico. Un pulso digital generado dentro del programa de captura y formacion de imégenes inicia
las senales de control de los espejos galvanométricos y la adquisicion de datos de los fotomultiplicadores (PMT).
El pulso digital sincroniza el barrido con la captura de las muestras que formaran los pixeles de la imagen. El
programa adquiere las ~1.2 millones de muestras, arregla el vector de datos y la despliega la imagen en 250 ms.

2D data Image

Digital Trigger /

il piiny N\

— g = L (=)
oo TIA PMT

PCI-6110
PMT data \

Figura 3.1: Diagrama de la adquisicién y formacion de imégenes. El programa de adquisiciéon envia un pulso
digital (Digital Trigger) que inicia la generacion de las senales de control de los espejos galvanometros y la
adquisicion de datos provenientes del fotomultiplicador (PMT) en la tarjeta de adquisicion PCI-6110 de National
Instruments. La senal antes de ser digitalizada es transformada en voltaje usando un circuito de transimpedancia
(TTA). El vector de datos (PMT data) es transformado en un arreglo en 2D para posteriormente ser seudo
coloreado y desplegado como imagen. El tiempo por imagen que le toma al programa desde la captura hasta el
despliegue es de 250 ms.
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En la Figura 3.2 se muestran imégenes de una rejilla de calibraciéon usada para calibrar el barrido del
microscopio, la separacion entre lineas es de 10 um. Usando el objetivo de 10x tenemos un area de barrido de
300 um?, para 40x el area es de 80 um? y para 60x es de 50 pum?.

40x 60x

o

Figura 3.2: Calibracién del area de barrido del microscopio. Imégenes de una rejilla de calibracién obtenidas con
el microscopio. La separaciéon entre lineas es igual a 10 um, de izquierda a derecha obtenidas con un objetivo de
10x, 40x v 60x, las 4reas de barrido son 300, 80 y 50 pum? respectivamente.

A continuacion se describe por separado los procesos de caracterizacion que se hicieron para la captura
tanto de la fluorescencia como de los segundos armonicos en muestras biologicas para posteriormente aplicarlo
al estudio de la serotonina en neuronas. Los espectros de emision de la fluorescencia de serotonina en funcion de
la concentracion, longitud de onda de excitacion (Aez.) y potencia permitio escalar la especificidad con la que se
pueden capturar imagenes de 5-HT dentro y fuera de las neuronas.

3.1. Espectroscopia de la molécula serotonina

Existe tres fluorescencias producto de la absorcion de dos o mas fotones (fluorescencias multifotonicas)
conocidas para la serotonina. Una fluorescencia producida por la absorcion simultdnea de tres fotones para emitir
fluorescencia (violeta) equivalente a la absorcion lineal de UV caracteristica de la molécula [11], otra es una
emision en la parte verde del espectro visible producida por un mecanismo de ionizacién que en principio se
puede explicar como la absorcion de 4 o méas fotones [39] y una méas en el rango azul del espectro, reportada
anteriormente como un corrimiento de la fluorescencia de tres fotones cuando la concentracién de serotonina es
muy alta [59]. A pesar de la cantidad de estudios hechos desde su descubrimiento y el buen conocimiento que se
tiene de la estructura molecular de la serotonina, los procesos quimicos y fisicos de su emisiéon de fluorescencia
multifotonica no se han entendido del todo. Nosotros hicimos un amplio estudio espectral de la molécula en
funcion de su concentracion, longitud de onda y potencia de excitacion.

Para estas pruebas usamos serotonina sintética a varias concentraciones (270, 100, 30, 10, 3, 1 y 0.3
mM) diluida en medio fisiologico Ringer. El objetivo fue trabajar en condiciones similares a las de una neurona.
El Ringer no es fluorescente y por lo tanto cualquier fluorescencia detectada proviene de la molécula de 5-HT.
La serotonina fue comprada a Sigma Aldrich, el Ringer tiene la siguiente composicion:
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NaCl 115 mM
CaClg 1.5 mM
KCI 4 mM
Glucosa 11 mM
HEPES 10 mM

Se us6 agua tridestilada para las soluciones y el pH se ajusto a 7.4 usando NaOH.

Para los experimentos se usaron gotas de 200 pL de cada concentracion. El laser se enfoco en la muestra
usando el objetivo de 60x de inmersion en agua. El espectro de emisién se obtuvo con el monocromador descrito
en la Figura 2.14. Para cada concentracion se obtuvieron espectros excitando con longitudes de onda (Aezc) de
690, 700, 710, 720, 730, 740 y 760 nm y potencias de 30 a 60 mW con incrementos de 5 mW.

En la Figura 3.3 se muestra el espectro adquirido con el monocromador para una concentracién de 270
mM excitada con 700 nm y una potencia de 60 mW. Los puntos representan los datos obtenidos en el sensor
ya corregidos tanto para la eficiencia de la rejilla de difraccion como la del PMT. Los datos fueron ajustados
a una curva usando el algoritmo de componentes principales SSA (Singular Spectrum Analysis). Los espectros
fueron acotados de 350 a 600 nm, rango correspondiente al de la luz visible. El espectro de fluorescencia esta
compuesto por la emision en 340 nm (violeta), de la cual solo detectamos una parte desde 350 a 380 nm debido
a las limitaciones de las componentes Opticas usadas, otra azul con un maximo en 405 (flecha) y una verde en
494 nm que es considerablemente mayor en magnitud que las dos anteriores.

A, =700 nm, [5-HT] =270 mM
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Figura 3.3: Espectro de emision de serotonina y su anélisis con el algoritmo de SSA. Espectro de la fluorescencia
de una gota de serotonina a una concentracién de 270 mM iluminada con una longitud de onda de 700 nm. Los
puntos azules son los datos obtenidos para cada posicién del espectro ya corregidos para la eficiencia de la rejilla
del monocromador y la del PMT. La curva en anaranjado es el resultado del algoritmo SSA usado.

La Figura 3.4 muestra la fluorescencia obtenida de todas las longitudes de onda de excitacion, las poten-
cias y las concentraciones de serotonina usadas en el estudio. La amplitud de los espectros varian no linealmente
con la longitud de onda de excitacion. Las amplitudes de cada emision detectada fueron marcadamente mayores
para Aeze = 700nm y menores para ez de 710 nm y 730 nm. Asi mismo todas las emisiones decayeron para
Aeze > 760nm. En la Figura 3.4A se muestra el efecto de la potencia del laser en el espectro de fluorescencia
de la serotonina a una concentraciéon de 270 mM. La intensidad de la emisién verde, que es claramente la mas
grande, incrementa en amplitud a tasas altas conforme la potencia aumenta, indicando que es el resultado de
procesos no lineales de excitacion. Las emisiones azul y violeta estdn presentes en todas las M., con diferentes
amplitudes. La Figura 3.4B muestra el efecto de la concentraciéon de serotonina en la emisién de fluorescencia
para una potencia fija de 60 mW. Las no linealidades son méas notables en concentraciones altas de serotonina.
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Nuevamente la emision en verde domina el espectro, mientras la emision en azul fue claramente detectada a
concentraciones mayores a 100 mM. Una comparaciéon visual de los trazos anaranjados y rojos en las graficas
muestran un claro efecto de quenching para la emision en verde para todas las longitudes de onda de excitacion,
excepto 760 nm.

La Figura 3.5 compara los espectros de emision de la serotonina en respuesta a tres longitudes de onda
de excitacion: 700, 720 y 740 nm, las cuales fueron las maés eficientes para producir las tres emisiones. En la
Figura 3.5A la concentraciéon de serotonina es de 270 mM y se muestra la amplitud de las fluorescencias en
funcién del incremento de potencia. Solo parte de la emision violeta pudo ser detectada por encima de 350 nm.
La emisiéon azul aparece con un pico en 405 nm en respuesta a A¢z. = 700 nm incluso a concentraciones bajas
de 30 mM. La amplitud de estas dos emisiones decae conforme la longitud de onda de excitacién incrementa.
La emision en verde tiene un pico en 494 nm. A potencias bajas de 30 6 35 mW la emisién azul es mayor a
la verde y esta tendencia se invierte conforme la potencia aumenta. La Figura 3.5B muestra el incremento de
fluorescencia en funciéon de la potencia para los picos de las fluorescencias detectadas: 373, 405 y 494 nm. Se
puede observar que las fluorescencias se escalan no linealmente con la potencia, mostrando que son producto
de absorciones multifotonicas. El eje Y de la amplitud esta linealizado con la funcién logaritmo, por lo tanto la
pendiente de la recta nos dice el nimero de fotones que fueron absorbidos para emitir fluorescencia. La emisiéon
violeta es producto de la absorcion de tres fotones, la azul de dos y la verde de 4 a 5 fotones.

En la figura 3.5C la potencia es fija a 60 mW y los espectros de fluorescencia corresponden a diferentes
concentraciones de serotonina. Para concentraciones de 270 mM con A.;. = 700nm las tres emisiones aparecen
claramente, aunque las amplitudes tienen marcadas diferencias. Conforme la concentraciéon aumenta de 100 a
270 mM, las emisiones verde y violeta decayeron mientras la azul aumenté para A¢,. de 700 y 740 nm. La cola
de la emisién violeta fue mas evidente con Aey. de 700 y 720 nm. La Figura 3.5D muestra los maximos de las
tres emisiones a las distintas concentraciones. Con concentraciones altas aparece un efecto de quenching.
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Figura 3.4: Espectros de fluorescencia de la serotonina para todas las concentraciones, longitudes de onda y
potencias de excitacion. En A la concentracion de serotonina es constate e igual a 270 mM, se muestra sus
espectros de emision en funciéon de la longitud de onda y potencias de excitacién. La fluorescencia no sigue
una tendencia, pero se escala con el incremento de la potencia. Las emisiones mas eficientes se encontraron en
respuesta a la excitacion con 700 y 720 nm, por el contrario las menos eficientes fueron 710 y 730 nm. En B
la potencia es fija en la muestra y la concentraciéon cambia. No linealidades son claras en concentraciones altas.
Nuevamente las tres emisiones de fluorescencia aparecen con longitudes de onda de excitacion de 700 y 720 nm.
Hay un efecto de quenching para concentraciones de 270 mM.
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Figura 3.5: Espectros de fluorescencia de serotonina excitada con 700, 720 y 740 nm. Los tres picos maximos
(flechas) corresponden a las emisiones violeta (detectada en el rango de 350-380), azul (405 nm) y verde (494 nm).
En A la concentracion en la muestra es 270 mM y se muestran los espectros para potencias crecientes de 30 a 60
mW. La A.;. mas eficiente para producir las tres emisiones fue 700 nm. En B se muestran las intensidades para
los picos maximos de las fluorescencias detectas. Las flechas indican la pendiente de la recta que corresponde al
nimero de fotones absorbidos para la emision de fluorescencia. En C se muestran los espectros para una potencia
en la muestra igual a 60 mW y diferentes concentraciones de serotonina. Con altas concentraciones aparece un
efecto de quenching. D muestra los picos de las emisiones en funciéon de la concentracion.
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3.1.1. Fotoconversion de la serotonina

Una explicacion a los mecanismos de emision de la fluorescencias verde y azul es que la serotonina es
fotoconvertida en productos fluorescentes diferentes a la serotonina. Para probar esto irradiamos una muestra
con una concentracion de 300 puM por 30 mn con 700 nm y una potencia de 60 mW (la longitud de onda mas
eficiente en la generacion de las tres emisiones). Comparamos con un fluorimetro (Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer, Agilent) los espectros de absorcion de la serotonina irradiada con una muestra del mismo
lote que no fue irradiada. En la Figura 3.6A se observa que el espectro de absorcion de la serotonina irradiada
se expande hacia el rojo. Esto indica que en la muestra irradiada existen dos poblaciones, la serotonina normal y
otra mas que ha sido fotoconvertida. Abajo en B, excitando monofoténicamente con 275 nm en esta regién nueva
del espectro aparece una emisiéon en azul con un pico en 388 nm, que posiblemente es el mismo que estamos
produciendo por excitaciéon multifotonica. La fluorescencia en verde no fue detectada.
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Figura 3.6: Espectro de absorcion de 5-HT irradiada. En A, comparacién de los espectros de absorcion de una
muestra de 5-HT irradiada (trazo azul) por 30 mn (700 nm y 60 mW) con una muestra no irradiada (trazo
morado). El espectro de absorcion de la muestra irradiada se expande hacia al rojo (el recuadro muestra una
ampliacion de esta nueva parte del espectro de absorcion). En B, excitando monofoténicamente en la region de
320 360 nm de la serotonina irradiada, se produce una fluorescencia azul con pico en ~400 nm.
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El origen de estas emisiones (azul y verde) puede deberse a que la iluminacién multifotonica esta
fotoconvirtiendo a la serotonina en dos productos: uno estable que detectamos con la expansion del espectro de
absorcion (este responsable de la emision azul y que puede producirse excitando monofotonicamente en el rango
del UV o con dos fotones en el rango del infrarrojo) y otro fotoproducto transitorio y responsable de la emision
verde [12]. Para corroborar que la emision azul fue la misma que detectamos en los espectros de excitacion
multifotonica, comparamos dos espectros en nuestro equipo, uno a tiempo cero y otro después de haber irradiado
la muestra por 30 mn igualmente con 700 nm. Las diferencias se muestran en la Figura 3.7. Se puede observar
que el tiempo de exposiciéon incrementé la emision en azul, con un incremento también en la emision verde.
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Figura 3.7: Espectro de fluorescencia multifotonica de 5-HT irradiada. La irradiacién multifoténica favorece la
emision azul. La curva azul muestra la serotonina sin irradiar y la curva verde a la serotonina después de haber
sido irradiada por 30 min con 60 mW y 700 nm. El espectro irradiado increment6 su componente en azul seguido
de un incremento en verde.

Finalmente en la Figura 3.8 se muestran el espectro de absorciéon de la serotonina y las emisiones
detectadas en nuestro estudio.
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Figura 3.8: Espectro de absorcion y emisiones fluorescentes de la serotonina. En la figura se muestra el espectro
de absorcion de la serotonina (trazo morado) y las emisiones de fluorescencia multifotonicas analizadas en este
estudio. La linea punteada es el espectro de absorcién expandido de la serotonina irradiada. La emisiéon con
pico en 340 nm puede ser producida monofotéonicamente con luz UV o multifoténicamente mediante la absorcion
simultanea de tres fotones (senialado con la barra 3P). La emision azul es producida por la serotonina fotocon-
vertida y puede ser igualmente producida monofoténicamente o con dos fotones en IR. La emision en verde es

producida en principio por una absorcion de 4 a 6 fotones o por una fotoconversion transitoria como consecuencia
de la iluminacion multifoténica.
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3.2. Representacion geométrica de la fluorescencia multifoténica de la
serotonina

Con la intencion de visualizar y crear rutas criticas de la emision de fluorescencia para el diseno expe-
rimental de la deteccion de serotonina dentro y fuera de una neurona a diferentes concentraciones, se ideo una
forma cuantitativa de presentar los datos. Partiendo que se tienen 7 concentraciones, 7 longitudes de onda y 7
potencias, se cred un heptédgono que contiene toda la informaciéon. Para explicar como se forma este representa-
cién geométrica, la Figura 3.9 muestra un segmento del heptagono donde la intensidad y el color corresponden
a la emisién verde. Un eje es la potencia en incrementos de abajo hacia arriba. El otro eje es la longitud de
onda de excitacién que aumenta en escalones de izquierda a derecha. De esta manera podemos mostrar cémo la
fluorescencia se escala en funcion de dos variables. La emision por ejemplo es despreciable cuando la longitud de
onda de excitacion es igual a 710 y 730 nm.

[5-HT] = 270mM

A (nm)

690 700 710 720 730 740 760

Figura 3.9: Segmento del heptiagono que forma la representacion geométrica de fluorescencia verde de seroto-
nina. El triangulo se puede leer como una grafica normal en dos dimensiones, donde un eje es la potencia que
incrementa de abajo hacia arriba y la longitud de onda de excitaciéon aumenta de izquierda a derecha. El color
representa la fluorescencia y esta normalizada respecto al méximo. La grafica corresponde a la concentracién de
270 mM, la longitud de onda mas eficiente es de 700 nm. Para 710 y 730 nm la emisién de fluorescencia decae
considerablemente.

Asi para cada color de fluorescencia existe un heptagono compuesto por 7 tridngulos (Figura 3.10). Cada
triangulo corresponde a una concentracion de serotonina. De los heptagonos podemos observar que la emisién en
verde aparece con concentraciones mayores de 3 mM y la azul preferentemente para altas concentraciones de 100
y 270 mM con longitudes de onda de 700 y 720 nm. La emisién violeta aparece para todas las concentraciones.
La intensidad del color estd normalizada respecto a la intensidad méaxima.

Como resultado de la espectroscopia conocimos las componentes principales por las que esta formado el
espectro de fluorescencia de la serotonina, y también pudimos observar que cada concentracion tiene una marca
especifica en la emision, de tal forma que no solo podemos detectar la serotonina dentro y fuera de neuronas, sino
que también podemos conocer la concentracion a la cual se encuentra. Una de las técnicas mas usadas y simples
para medir concentraciones es a partir del cocientes de dos emisiones [20, 70]. El tener los datos de fluorescencia
arreglados geométricamente permite expresar los cocientes graficamente. En la Figura 3.11 y 3.12 se muestran
ejemplos del cociente de las emisiones verde-violeta y azul-verde respectivamente.
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Figura 3.10: Representacion grafica de las emisiones de fluorescencia. La figura muestra los heptagonos corres-
pondientes las emisiones violeta, azul y verde. La concentraciéon en cada heptagono incrementa conforme a las
manecillas del reloj. La fluorescencia violeta esta presente para todas las concentraciones, la verde aparece con
concentraciones mayores a 3 mM y la azul es caracteristica para concentraciones altas como 100 y 270 mM. Las
intensidades estdn normalizadas respecto a la intensidad méxima.
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Figura 3.11: Representacion grafica del cociente de los heptiagonos verde-violeta. El proposito de este heptagono
es usarse como una guia visual para conocer los cocientes de concentraciéon y generar estrategias experimentales
cuantitativas para medir concentraciones en neuronas. Se puede ver en la extrusion 3D a la derecha que al
incrementar la concentraciéon aparece una tendencia para cada patrén de excitacion.

43



99)

A Blue / Green

270 0.3

c
[
o)
—
O
—~
o)
=
an]

Figura 3.12: Representacion grafica del cociente de los heptagonos azul-verde. En comparacion con la figura
anterior, el cociente entre estas emisiones genera un patrén diferente (heptagono). Como se encontr6 en nuestro
estudio, la emision azul es mas evidente a concentraciones altas de 100 y 270 mM. El uso de dos cociente puede
servir como informacién complementaria para medir concentraciones.

3.3. Generaciéon de segundos armonicos

Hicimos las primeras capturas de los segundos armonicos (SHG) en muestras biologicas usando colageno
en cola de rata, debido a que la fibras del colageno se comportan como cristales carentes de simetria y pueden
doblar la frecuencia del laser de excitaciéon. Los segundos armoénicos en colédgeno se han estudiado ampliamente
en estructuras como la cornea [71] y la piel [72], y la distribucion inhomogenea de sus fibras permite caracterizar
las emisiones en funcion de la polarizacion incidente de la luz [73].

Usamos rebanas de cola de rata de 10 pum de espesor montadas entre dos cubreobjetos. Para producir
los segundos armonicos iluminamos con 800 nm y captamos la emisiéon con un filtro centrado en 400 nm con
un ancho de banda de £5nm. Se us6 siempre un filtro de sulfato de cobre de 1 cm de largo. La potencia en
la muestra fue de 20 mW. En la figura 3.13A se muestra una imagen tomada con la cAmara en transmision
iluminando con luz visible de una parte de la rebanada de cola de rata. A la derecha (en B) la imagen de los
segundos armoénicos producidos por el colageno. La imagen muestra la especificidad de los segundos armonicos,
ya que no existe emision fuera de 400 nm.

El siguiente experimento fue obtener los segundos armoénicos en funcion de sus componentes de polari-
zacion, para lo cual usamos el cubo polarizador descrito en la Figura 2.1. La polarizacion de salida del laser es
horizontal y después de pasar por los espejos que lo llevan al objetivo la polarizacion es vertical desde el punto de
vista del usuario. Nuevamente se usé una longitud de onda de excitaciéon de 800 nm y el filtro de emisién de 400
nm, més el filtro de sulfato de cobre. En la Figura 3.14 la flecha blanca indica la orientacion de la polarizacion
del haz de iluminacion. Las flechas amarillas indican la orientacién de polarizacion de los segundos armonicos
capturados en cada canal. Las imégenes estan pseudo coloreadas. El canal paralelo a la polarizacion incidente en
rojo y su componente ortogonal en verde. Fibras orientadas con la polarizacion del haz de iluminaciéon generaran
mas eficientemente los SHG. En C se muestra la suma de las imégenes. El color amarillo indica donde la informa-
cion comun se sobrepone. En nuestra imagen corresponde al sitio donde las fibras giran y cambian de direccion.
Estas imégenes muestran como con nuestro sistema podemos estudiar el nivel de anisotropia de estructuras que
generan los segundos armonicos.
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Figura 3.13: Segundos armonicos en cola de rata. La muestra tiene un espesor de 10 um y fue colocada entre
dos cubreobjetos. En A, imagen de las fibras del colageno en la cola de rata obtenida con la camara digital en
transmisién. En B, imagen de los SHG, la A¢;. fue de 800 nm y la potencia en la muestra de 20 mW. Se usaron un
filtro de emision centrado en 400 +5 nm y un filtro liquido de sulfato de cobre. Solamente fibras que se encuentran
en el plano focal de iluminacién generan los segundos armoénicos, la especificidad de la emisiéon corrobora que
las fibras doblan la frecuencia del haz de iluminacién. Las fibras y su orientaciéon pueden observarse. El objetivo
usando fue de 40x y la barra en las dos imégenes es igual a 10 pm.

Figura 3.14: Componentes en polarizacién de los SHG. La flecha blanca indica la orientacién de la polarizacién
del haz de iluminacion, las flechas amarillas la polarizaciéon capturada en cada canal después de haber pasado
por el cubo polarizador. La eficiencia de la generaciéon de los segundos arménicos depende de la orientacion de las
fibras respecto al haz de iluminacién. Fibras paralelas al haz generan SHG eficientemente. Cada canal es pseudo
coloreado digitalmente y en C se muestra la suma de los canales A mas B. El color amarillo es la suma de los
colores verde mas rojo, e indica donde las fibras tiene componentes en los dos canales. En un proceso dinamico
la informacion en cada canal varia conforme las fibras cambian de orientacion. La longitud de onda de excitacion
fue de 800 nm, los filtros de emisién fue uno centrado en 400 nm + 5 nm mas el de sulfato de cobre. El objetivo
usado fue 40x con 40 mW de potencia en la muestra.
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3.4. Fluorescencia y SHG de las neuronas de Retzius

Como se menciond anteriormente el objetivo de la construcciéon de este microscopio fue estudiar el
mecanismo de liberacién soméatica de serotonina en neuronas. Para los experimentos se usaron ganglios extraidos
del sistema nervioso central de la sanguijuela y se colocaron en platos de petri con fondo de vidrio en Ringer.
Los ganglios contienen dos neuronas de Retzius, cada una tiene un diametro de 60 a 80 pum. Como referencia
la Figura 3.15 muestra imégenes de un ganglio completo, donde la serotonina se encuentra en el interior de la
neurona y alrededor del nticleo mientras la corteza de actina se encuentra en la periferia asociada a la membrana
plasmatica.

Figura 3.15: Iméagenes de la serotonina y corteza de actina en una neurona de Retzius. En A la serotonina se
encuentra en el interior de la neurona y alrededor del ntucleo. La fluorescencia fue detectada en 494 nm con una
Aeze de 720 nm, 40 mW de potencia en la muestra y el objetivo de 40x. En B, la corteza de actina tenida con
Faloidina acoplada al colorante Alexa en la periferia de la neurona y asociada a la membrana plasmatica, imagen
tomada de [74].

En la Figura 3.16 se muestra un segmento de una neurona de Retzius en reposo (sin ser estimulada
eléctricamente) obtenida con nuestro microscopio. Las primeras dos figuras (A y B) corresponden a las com-
ponentes en polarizaciéon de los segundos armoénicos producidos por los microtubulos y la corteza de actina.
Adicionalmente se uso el colorante FM1-43 que se adhiere a la membrana para romper su simetria y producir
SHG [75]. La figura C suma las dos componentes ortogonales de los SHG, azul mas verde virtualmente producen
el color cyan. En C se aprecian partes dentro de la neurona donde los segundos armonicos contienen informacion
diferente conservando sus colores originales, mientras que en otras regiones hay sobreposiciéon. En D se muestra
la fluorescencia multifotonica (494 nm) de la serotonina en color rojo. Esta se encuentra lejos de la membrana
plasmatica. La suma de la fluorescencia mas las componentes de los segundos armoénicos se muestra en E. La
longitud de onda de excitacion fue 720 nm con 40 mW de potencia en la muestra y el objetivo de 40x.
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Fluo + SHG

Figura 3.16: Imagen de fluorescencia y SHG de una neurona de Retzius. Imagen de neurona de Retzius sin
estimulacion eléctrica. A y B son las componentes ortogonales de polarizacion de los segundos armonicos, su
suma se muestra en C. La flecha blanca indica la la polarizacion de la luz de excitacion y las flechas amarillas la
componente detectada después de pasar por el cubo polarizador. La fluorescencia de la serotonina se muestra en D
y en E la suma de los SHG mas la fluorescencia. Cada canal contienen informacién diferente pero complementaria,
la serotonina se encuentra en el interior de la célula alejada de la membrana y asociada a los microtubulos.
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Capitulo 4

Conclusiones y trabajo a futuro

En este trabajo se presenté un microscopio 6ptico multifoténico construido en su totalidad en el la-
boratorio. El microscopio tiene la capacidad de detectar fluorescencia producida por serotonina a diferentes
concentraciones. También puede resolver estructuras como los microtubulos y la corteza de actina con la genera-
cion de segundos armonicos, asi como en un futuro, los estudios de la dindmica de sus cambios conformacionales
y su grado de anisotropia estudiando sus componentes en polarizacién.

Nuestro microscopio es comparable con sus contrapartes comerciales en velocidad de captura, procesa-
miento de imagenes y resolucién, con la ventaja de poder ser modificado segiin se requiera. Tiene la capacidad
de ajustar las condiciones experimentales mediante software, camino 6ptico o detectores. En resumen nuestro
equipo tiene las siguientes caracteristicas:

= 4 imégenes por segundo (ips) de 512 X 512 pixeles, o modificarse por software a 8 ips de 256 X 256 o 1 ips
de 1024 X 1024.

= 4 canales simultaneos de captura.

= Cortes en planos focales de media micra.

= Captura de fluorescencia como luz reflejada en dos canales.

= Captura de las componentes de polarizacion de segundos armonicos en luz transmitida.

= Despliegue y procesamiento de imégenes en tiempo real.

Capacidad de obtener los espectros de fluorescencia de muestras biologicas en el rango de la luz visible

El equipo cumple con los requerimientos en velocidad, resolucion y sensibilidad para estudiar el problema
bioloégico planteado y muchos mas. El equipo esta listo para registrar el movimiento de los ctiimulos de vesiculas
de serotonina ante la estimulacion eléctrica y reconstruir la maquinaria del movimiento vesicular ya sea en series
de tiempo de imégenes o volumenes en 3D. En la Figura 4.1 se muestra una fotografia de cémo se ve el equipo
actualmente.
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Figura 4.1: Fotografia del microscopio construido durante este proyecto. El microscopio esta montado en una
mesa antivibratoria y cada una de sus componentes puede ser modificada segin se requiera.
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Del estudio de la fluorescencia de la serotonina en respuesta a la excitacion multifotonica en el rango
del IR, encontramos tres emisiones de fluorescencia con diferentes dependencias en concentracion, longitud de
onda de excitacion (Aegze) ¥y potencia.

La emision violeta es la autofluorescencia en respuesta a la excitacion de tres fotones, como la describié
Webb y sus colegas [11]. Tal emision ha sido usada para detectar serotonina en células vivas [11, 20, 22, 38,
76, 77]. Las otras dos emisiones tienen un origen no lineal en respuesta a excitacion multifotonica, pero estan
ausentes en respuesta a iluminacién monofoténica. Una fluorescencia azul similar fue encontrada previamente,
pero ha sido interpretada como un corrimiento de la emisién UV hacia el rojo a concentraciones altas [59]. Sin
embargo, nuestros datos sugieren una interpretacion completamente diferente, como un producto fotoconvertido
como consecuencia de la excitacion multifotonica.

Para la fluorescencia verde se ha sugerido que es resultado de una ionizaciéon de la serotonina [58]. Sin
embargo, protonacion o reacciones de oxidacion no pueden ser excluidas [56], dado que por ejemplo la protonacion
o la ionizacion pueden convertir la serotonina en una molecula capaz de producir fluorescencia verde [56, 78].

La formacion de la emision azul tiene dos posibles origenes. Uno es que la emision es producida por
un fotoproducto de la serotonina formado independientemente del compuesto que emite en verde. El segundo
posible origen es ser una cadena de reacciones que producen el compuesto de la emision verde y la azul. Nuestras
evidencias experimentales apunta a la fotoconversion directa de la serotonina para producir el compuesto azul.

La longitud de onda mas eficiente para producir las tres emisiones fue 700 nm. La emision en verde fue
considerablemente mayor en amplitud que la violeta y la azul y aparece en respuesta a todas las A¢;. usadas.
Sus caracteristicas son muy similares a las reportadas por Shear et al [12] en respuesta a longitudes de onda
més largas. La fluorescencia azul fue producida mediante la fotoconversién de la serotonina en un compuesto
relativamente estable que puede ser excitado mono- o multifotonicamente. Nuestros experimentos hechos en
condiciones y pH fisiologicos fueron planeados para ser usados en estudios cuantitativos de sitios de liberacion
y de la dindamica de serotonina en tejido nervioso. La deteccién simulténea de dos emisiones puede permitir
cuantificar precisamente la concentraciéon de serotonina. También presentamos una representacion geométrica
multivariable para mostrar cuantitativamente los datos de cada emision. Tal procedimiento permite seleccionar
rutas criticas de experimentaciéon para el estudio de la serotonina en neuronas.

Un aspecto no explorado en este estudio es si los fotoproductos experimentalmente producidos tienen
un deterioro o un efecto farmacologico en el tejido vivo. Experimentos preliminares capturando la fluorescencia
verde por largos periodos de iluminacién de hasta dos horas han mostrado que las neuronas se mantiene vivas y
activas. Sin embargo, observaciones similares no existen atn para la emision azul.

De este proyecto se plantea un problema maés a resolver, que de lograrlo expandira en buena medida
nuestro entendimiento del funcionamiento de la comunicacién nerviosa, y es romper el limite de difraccion éptico
para obtener imégenes de vesiculas individuales durante la liberacion de 5-HT ante estimulacion eléctrica, y
ademas ver la captura de la serotonina por parte de las células gliales. Para esto la Dra. Dilia Aguirre Olivas ya
caracterizo un modulador espacial de luz y genero el haz dona para implementar la técnica STED (Figura 4.2).

A continuacion se describe los pasos necesarios para montar esta técnica de superresolucion. Por tltimo
se menciona un proyecto mas planteado por el Dr. Carlos Trevino llamado FOS (Fast Optical Signal), donde con
cambios triviales al camino 6ptico del microscopio podremos medir directamente activada eléctrica en neuronas
usando luz.
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Figura 4.2: Haz dona para la microscopia STED. La Figura muestra el haz dona generado con un modulador
espacial de luz. A la izquierda la simulacion y a la derecha el generado experimentalmente. La intensidad esta
normalizada.

4.1. Nanoscopia

Del estudio espectral de la serotonina, los datos indican que a potencias menores a 35 mW las fluo-
rescencias violeta y azul son preferentemente producidas, por el contrario a potencias mayores a los 50 mW la
fluorescencia verde domina el espectro. Ademas se ha propuesto que esta tltima es el producto de absorber mas
fotones desde el estado excitado responsable de la emision violeta [39]. Esta caracteristica de la serotonina abre
la posibilidad de generar una emisién o la otra conforme se requiera, en funcion de la longitud de onda y potencia
de excitacion. Este propiedad se puede usar para implementar la técnica STED, donde un haz de excitacién con
perfil Gaussiano produce fluorescencia como en un microscopio convencional y posteriormente con la llegada del
haz dona en los bordes del haz de excitacion se favorece la transicion a otro estado excitado que produce luz que
no es parte de la fluorescencia. Al filtrar la luz generada con el haz dona, la fluorescencia de la muestra proviene
del centro de la dona. Barriendo los dos haces con los espejos galvanométricos se pueden resolver estructuras
mas pequenas que las descritas por el limite de difraccion de Abbe.

La Figura 4.3 resume la técnica STED propuesta para nuestro microscopio. El haz del laser es dividido
en dos brazos, cada brazo tiene una potencia diferente usando atenuadores. Un brazo del haz es enviado al
modulador espacial de luz que cambia su perfil al de un haz dona. El otro brazo mantiene su perfil gaussiano y es
adelantado un tiempo 7 de 3.8 ns, que es el tiempo de vida de la fluorescencia de serotonina [79]. Posteriormente
son recombinados y viajan colineales para ser enviados al microscopio. Ya en la muestra el haz normal de
excitacion induce la fluorescencia violeta con un perfil normal regido por la ecuaciéon del limite de difraccion,
posteriormente el haz dona llega a la muestra e induce la transicién a verde en la periferia. Al final con filtros
solo tomamos la fluorescencia proveniente del centro de la dona.

La implementaciéon de esta técnica nos permitiré resolver en principio vesiculas individuales dentro de
las neuronas.
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Figura 4.3: Implementacion de la nanoscopia STED. Diagrama de la implementacion de la técnica STED en
nuestro microscopio. En A el haz del laser es dividido en dos brazos, uno es enviado a B donde el haz es
transformado a un haz con forma de dona y el otro conserva su perfil gaussiano. En C los dos haces son
recombinados y enviados al microscopio. En D el haz normal de excitaciéon induce la fluorescencia violeta con
un perfil definido por la ecuacién de limite difraccion, posteriormente en un tiempo 7 llega el haz con forma de
dona e inicia la transicion a la emision verde en la periferia. Usando filtros eliminamos la fluorescenica verde
proveniente de los bordes y solo la fluorescencia del centro de la dona contribuye a la formacion de la imagen
con una resoluciéon por debajo de los 100 nm.
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4.2. Senal 6ptica rapida (FOS)

El estudio de la actividad neuronal usando luz se derivo de los trabajos de Gabrielle Gratton, en los
cuales se pretendia detectar indirectamente la actividad neuronal en cerebro de humanos estudiando la atenuaciéon
de luz debido al cambio en la concentracion de oxy- y deoxyhemoglobina [80]. Ellos notaron que los cambios en la
senal optica eran demasiado cortos para atribuirse a fendémenos hemodindmicos [81] (de ahi el nombre de senales
opticas rapidas). Supusieron que estos cambios podian estar relacionados a la actividad neuronal producidos
por el movimiento de iones, cambios en el grosor de la pared membranal como funcién de la diferencia entre
potenciales dentro y fuera de la misma, cambios en la densidad de las vesiculas en la terminacién presinaptica
o cambios en la concentracion de las sustancias que afectan el indice de refraccion del agua, entre otro factores.
Gratton apunta que es dificil discernir uno de otro factor, ya que méas de un fenémeno parece contribuir a la senal
detectada. A partir de esto se han publicado ya gran cantidad de trabajos enfocados en estudiar la actividad
neuronal con luz, principalmente en humanos [82].

Aunque los origenes de la senal 6ptica rapida fueron en los anos 40s, a partir de los trabajos de Keynes
y sus colegas Hille y Cohen, donde observaron cambios en la intensidad de la dispersiéon de la luz en nervios
de cangrejo durante la actividad eléctrica [83]. Pero debido a las limitaciones técnicas de le época la idea se
abandoné. En trabajos més recientes se ha medido la transmisién de luz en neuronas de moluscos cuando son
estimuladas eléctricamente [84] y el cambio en absorcion se correlacioné uno a uno con los potenciales de accion
de la neurona. Nosotros queremos retomar la idea de medir actividad eléctrica en una sola neurona, como lo es
la neurona de Retzius, con un pulso de luz. Gracias a que en el laboratorio se conocen los procesos biofisicos del
potencial de accién y la liberacion de transmisiores, podemos estudiar los cambios en las propiedades de la luz
ante actividad neuronal, como son los cambios de polarizacion, birrefingencia, fluorescencia o bioluminiscencia,
etc [85]. El adjetivo de rdpida se debe a que es méas rapida que la hemodinamica y puede estar en el orden de
los microsegundos, y su detecciéon se puede hacer con electronica actual que trabaja en los ordenes de los MHz o
incluso usar técnicas de medicion de pulsos ultracortos [86] que amplian la escala temporal con la que se pueden
resolver los mecanismo biologicos.

Esto promete contribuir al entendimiento de la actividad cerebral, ya que conociendo la distribucién
temporal de la luz debido a un proceso especifico de una sola neurona, nos ayudaré a mapear con mas precision
circuitos neuronales [87, 88].

En el laboratorio este se plantea como un proyecto nuevo del que tenemos resultados preliminares [89)].
Una neurona de Retzius fue iluminada con el laser usando baja potencia de 1 mW. Con un sensor de silicio
medimos la luz transmitida. Al incrementar la concentracion externa de potasio (KT) a 40 mM en el bafio
en el que esta inmersa la neurona, se induce una depolarizacién sostenida durante la presencia del potasio.
Detectamos entonces un cambio en la intensidad de la luz transmitida que por el momento no podemos asociar
a algun cambio biofisico especifico en la neurona (Figura 4.4). A futuro usaremos el equipo de electrofisiologia
acoplado al microscopio para estimular eléctricamente a la neurona y medir los cambios en absorcion de la luz
con un diodo con un tiempo de respuesta corto y posteriormente con técnicas mas elaboradas analizaremos si
hubo un cambio temporal o en frecuencia de la luz durante los potenciales de accién.
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Figura 4.4: Senal optica rapida en la neurona de Retzius. (a) Una neurona de Retzius en un plato de petri con
fondo de vidrio en Ringer. En (b) es irradiada con el laser usando 1 mW de potencia. Simultaneamente se mide
en transmision luz del laser con un sensor de silicio. Al incrementar la concentracion de potasio en el bano de la
neurona a 40 mM (marcado con la flecha roja) se induce una depolarizaciéon sostenida en la neurona. En C se
muestra un cambio en la senal ante la estimulacién con alto potasio
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Apéndice A

Componentes 6pticas del microscopio
multifotoénico

Elemento Ntmero de parte Fabricante
Espejo dicroico 1 ET650sp-3P Chroma Technology
Espejo dicroico 2 T585lpxr Chroma Technology
Espejo dicroico 3 420dclp Chroma Technology
Espejo dicroico 4 59003bs Chroma Technology

Lente condensadora U-TLO Olympus
Lente de barrido AC300-050B Thorlabs
Lente de tubo AC508-200-B Thorlabs
Cubo Polarizador CM1-DCH/M Thorlabs
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Apéndice B

Diagrama eléctrico del circuito de
transimpedancia
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