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RESUMEN

En este trabajo presentamos los resultados obtenidos sobre un modelo murino de
cancer color rectal sobre el cual se aplicaron diferentes técnicas de microscopia y pro-
cesamiento y reconstruccion de imagenes. En cada punto experimental del modelo,
utilizando microscopia laser confocal y microscopia del tiempo de vida de la fluore-
sencia, se busco relacionar cambios morfolégicos y metabélicos con el desarrollo de
la patologia.

La mucosa del colon fue seccionada 6pticamente, logrando obtener reconstruccio-
nes tridimensionales con espesores de entre 50 a 70 [um]. Utilizando clarificantes, se
intenté lograr mejores espesores de reconstruccion, pero el protocolo no pudo aplicar-
se sobre los tejidos patolégicos.

Los resultados alcanzados demuestran que es posible obtener parametros cuantita-
tivos que sean indicadores de la etapa temprana de inicio de la patologia. Lo cual abre
posibilidades para su utilizacién para la evaluacién del cancer colorrectal.

Palabras clave: microscopia, mucosa colénica, cancer colorrectal, cuantificacién tri-
dimensional
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Objetivos propuestos y cumplidos
Los objetivos propuestos para este proyecto fueron:

« Desarrollar, implementar y validar una metodologia para visualizar, registrar
y cuantificar variables tisulares, celulares y subcelulares, de la mucosa com-
pleta del colon de ratén.

« Implementar un protocolo de transparentizacion de la mucosa del colon, utili-
zando agentes clarificantes, para incrementar la resolucion de las estructuras
en profundidad.

« Disefiar eimplementar un protocolo de registro para capturar la mucosa com-
pleta del colon utilizando microscopia laser confocal.

« Establecer datos cuantitativos de variables morfologicas y moleculares, que
posibiliten identificar en los volumenes completos de la mucosa del colon, los
diferentes estadios de la patologia tumoral.

Los objetivos planteados fueron cumplidos practicamente en su totalidad, dado que
pudimos implementar una metodologia para cuantificar la mucosa del colon en tres
dimensiones. Dicha cuantificacion fue realizada sobre la mucosa del colon normal y
en distintos puntos de avance de la patologia. Se lograron establecer datos cuantitati-
vos que permitieron identificar los estadios tempranos de la patologia. Se trabajé con
diferentes técnicas de microscopia y protocolos de cuantificacién y visualizacién tridi-
mensional. Los protocolos de clarificacion no funcionaron correctamente, sobre todo
en las muestras patolégicas, por lo que no se pudo trabajar con la mucosa completa.

INTRODUCCION

El cancer colorrectal constituye la cuarta causa de muerte por cancer en el mundo
[1], escalando a la tercera posicion en nuestro pais [2]. Por este motivo, disponer de
nuevas herramientas que permitan un diagnéstico temprano, resulta prioritario para
controlar la mortalidad y morbilidad de la enfermedad.

Entre diferentes herramientas de diagnostico temprano, varias técnicas de micros-
copia se estan posicionando como alternativas minimamente invasivas, de evaluacion
rapida, relativamente econémicas y de alto valor diagnoéstico [3-7]. Entre los métodos
de microscopia se pueden citar, la deteccién de fluorescencia endégena tisular o au-
tofluorescencia [8, 9] por desconvoluciéon digital o microscopia laser confocal. Y las
técnicas de 6ptica no lineal que permiten analizar la alteracién estructural del tejido
sin necesidad de marcar el mismo [6, 7]. De igual importancia, es el disefio de modelos
experimentales que permitan seguir la evolucion de diversas variables moleculares
del cancer colorrectal in vitro e in vivo. Por ello, es cada vez mas importante registrar
microscopicamente e interpretar efectos producidos en la progresién del cancer y me-
tastasis, tales como cambios de arquitectura y el patrén de sefales fluorescentes.

La visualizacion microscopica del intestino en condiciones normales y patolégicas
es esencial para comprender la fisiologia y desarrollar herramientas de deteccién y
diagnéstico para enfermedades intestinales [10]. Entre las tecnologias de imagenes
disponibles, la microscopia laser confocal genera una imagen 2D nitida en el plano de
enfoque y gracias al barrido del laser en el eje z, se obtendra una serie de secciones
opticas 2D a diferentes profundidades en la muestra, lo que permite la construccion
final de una imagen 3D de elevada resolucién [11].
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Desde hace afos, nuestro grupo, viene estudiando, desarrollando, implementando y
utilizando la microscopia de desconvolucion digital, al estudio de especimenes biolo-
gicos de gran espesor [9, 12-15], con el objetivo de obtener imagenes tridimensionales
y cuantitativas de gran resolucion.

En el presente trabajo se aplicd una metodologia que combina: extraccion de la
mucosa completa, visualizacién por microscopia laser confocal (MLC) y cuantificacion
volumétrica de variables morfologicas y moleculares, que posibilite resolucion celular
y subcelular. La metodologia se analiz6 siguiendo el desarrollo del cancer de colorrec-
tal (CCR) murino, por induccién quimica con azoximetano y el agente proinflamatorio
sulfato de dextrano sodico. Este sistema experimental presenta caracteristicas simila-
res a las desarrolladas en el ser humano, es razonablemente reproducible y permite re-
conocer el estadio de desarrollo del cancer, asi como cambios morfolégicos tempranos
caracteristicos, como son los p6lipos y los focos de criptas aberrantes [5, 16].

El trabajo desarrollado aporta a mejorar los procedimientos para la deteccién de
neoplasias en estadios mas tempranos. Una mejor comprension de las propiedades
tisulares tanto en estado fisiologico como patolégico, podria contribuir, en un futuro, a
la introduccién de modificaciones en los disefios de sistemas basados en diagnéstico
optico.

METODOLOGIA

Desarrollo del modelo murino de CCR

Se emplearon ratones machos adultos de la cepa BALB/cCmedc, con un peso pro-
medio de 25 g. Los ratones fueron provistos por el Centro de Medicina Comparada
(UNL - CONICET - ICIVET LITORAL) y mantenidos durante los tratamientos, en condi-
ciones 6ptimas en el bioterio de la FI-UNER, el cual fue acondicionado para tal fin. La
temperatura ambiente fue mantenida a 25 °C y los ciclos de luz/oscuridad fueron de
12:12 h (Figura 1).

Figura 1. Ratones de la cepa BALB/cCmedc utilizados en el proyecto.
Los ratones fueron alimentados ad-libitum con extrusado de ratén y el agua de be-

ber fue esterilizada por autoclavado y acidificada. Las jaulas y bebederos fueron higie-
nizados y desinfectados dos veces por semana.
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En todos los casos, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, e in-
mediatamente, los intestinos fueron removidos y procesados para su visualizacién. La
totalidad de los experimentos fueron realizados siguiendo las pautas establecidas en
la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio [17] y en la ley N° 14346 sobre
malos tratos y actos de crueldad a los animales.

EL CCR fue inducido a través de la aplicacién intraperitoneal de Azoximetano (AOM),
un derivado de la 1,2-dimetilhidrazina, seguido de la administracion por via oral de
sulfato de sodio dextrano (SSD). Se aplico el protocolo [16, 18, 19] con leves modifica-
ciones. Los ratones fueron inyectados al dia O del experimento con una dosis intrape-
ritoneal de 10 mg/kg de AOM (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA). La
solucion madre de AOM fue preparada a una concentracion de 50 mg/ml en solucion
fisiologica. Esta fue fraccionada en tubos Eppendorf que fueron almacenados a -20 °C
hasta su empleo. La solucién a inyectar fue preparada a una concentracion final de
1,25 mg/ml, permitiendo administrar la dosis indicada, en volumenes relativamente
pequefios (en ningln caso se emplearon voliumenes superiores a 250 pl).

Una semana después de la inyeccion con AOM, los animales fueron tratados via oral
durante 7 dias con DSS (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) diluido al 2% (P/V) y colo-
cado en el agua de beber (Figura 2). A partir del dia de la inyeccion, los animales fueron
sacrificados a las 2, 4 y 8 semanas y el colon distal disecado. Los segmentos intestina-
les obtenidos de los animales tratados con AOM/DSS fueron sometidos a los mismos
procedimientos y estudios que los tejidos obtenidos de animales normales. En algunas
experiencias, también se tomaron muestras a las semanas 16 y 20. Los animales control
fueron inyectados con solucién fisiolégica.

Figura 2. Protocolo de induccion de carcinogénesis colorrectal mediante AOM/DSS.

Tal como lo indican los recuadros azules de la Figura 2, los sacrificios por dislocacion
cervical fueron llevados a cabo durante el dia 1 (tiempo 0) para los animales control, y
en la segunda (2da), cuarta (4ta) y octava (8va) semana para los tratados. En cada caso,
se expuso el lado ventral del animal hacia arriba, fijando las extremidades y cortando
el pelaje para que no interfiriera con la posterior diseccion. Realizando una incision
abdominal e identificado el ciego, se extrajo el intestino grueso y se disecé el colon
distal (Figura 3). Este se coloco en una placa de Petri con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS 1X), se le retird la materia fecal y se lo abrié en sentido longitudinal.
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Todo el procedimiento se realiz6 sobre una cama de hielo para bajar la temperatura.
El procedimiento completo se realizé por duplicado.

Figura 3. Procedimiento de diseccién y analisis macroscopico del colon distal. Imagenes ilustrativas de un animal y
de 4 colon distal para cada instante de tiempo.

Microscopia laser confocal y cuantificacion tridimensional de la mucosa murina

La mucosa fresca del colon fue visualizada utilizando el microscopio laser confocal
LSM 880 de la empresa Carls Zeiss (figura 4). Se obtuvo un volumen de 80 secciones
Opticas cada una de ellas separadas en 1 pm (figura 5); utilizando la lente objetiva de
20Xy AN 0,75y el laser argon de 514 nm.

Figura 4: Microscopio laser confocal LSM880 (Carls Zeiss) ubicado en el Laboratorio de Microscopia Aplicada a
Estudios Moleculares y Celulares (LAMAE)
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Figura 5: Imagen 3D (512 x 512 x 80um) de la mucosa fresca del colon murino normal. Vision ortogonal de 80
secciones Opticas separadas 1 pm entre si. De las vistas XZ y YZ se puede observar que la sefial de aufluorescencia
disminuye considerablemente por debajo de las 60 pm de profundidad.

Como se puede ver en la imagen, se obtuvo una visualizacién clara de los orificios
de las criptas y una profundidad de penetracién de 80 um. Si bien con el microscopio
laser confocal se logré penetrar mas (80 pm) que con el microscopio de fluorescencia
convencional (50 pm), no obstante se observa de los cortes ortogonales que no se ob-
tiene buena sefal en las Gltimas secciones del volumen. Comparando entonces, pode-
mos concluir que el microscopio laser confocal permite obtener imagenes con sefal/
contraste mas definido (permitiendo definir claramente las luces de las criptas de la
mucosa) y se logra una definicién en profundidad similar (aproximadamente entre 50
um a 60 pm).

Definido los parametros de adquisicion, se obtuvieron los volumenes para los dis-
tintos puntos de muestreo dia 1 (tiempo 0), segunda (2da), cuarta (4ta) y octava (8va)
semana. Sobre cada uno de estos volumenes se definié un protocolo de segmentacién
y cuantificacion 2D y 3D. Los mismos se pueden aplicar tanto para los volumenes del
microscopio convencional como para los obtenidos con el microscopio laser confocal.

Segmentacion

Se desarroll6 un método de segmentacion especifico para los conjuntos de image-
nes de ambos estudios experimentales con el objetivo de obtener el mayor nimero de
fosas del conjunto de datos completo. Aun asi, en el método propuesto se introdujeron
algunos pasos alternativos basados en una caracteristica visualmente notable del te-
jido epitelial de la cripta: imagenes en las cuales las fosas se encuentran delimitadas
claramente por la emisién de autofluorescencia circundante y aquellas cuyas fosas no
poseen la misma caracteristica. El establecimiento de estas variaciones definié al mé-
todo de segmentacién con dos vias alternativas, que fueron seleccionadas y aplicadas
a cada imagen 3D después de una evaluacion visual de la misma a juzgar por la repre-
sentacion de las fosas observadas en ella.
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Para simplificar las siguientes referencias, seran denominadas Variante N°1 y Va-
riante N°2. El flujo de trabajo de la Figura 6 describe el algoritmo, especificando paso
a paso cada etapa, los plugins utilizados, la configuracién de parametros e imagenes
ejemplo para cada una de las dos opciones mencionadas.

Una vez definida la estrategia de segmentacion la misma fue implementada en una
macro (una por cada propuesta). Las bases de esta metodologia de segmentacion fue-
ron sentadas a partir de un método 2D disefiado para el analisis de muestras de tejido
epitelial intestinal extraidas del conjunto de datos de experiencias previas [15].

Cuantificacion

Las imagenes procesadas seglin lo especificado en la seccion anterior fueron uti-
lizadas en la etapa de cuantificacién morfolégica en la cual se obtuvieron medidas
geomeétricas y de forma de las fosas de las criptas presentes en el volumen tratado. Di-
chos parametros fueron seleccionados examinando las caracteristicas que usualmente
tienen en cuenta los patélogos que estudian la histopatologia del tejido colorrectal en
busca de signos de displasia, como criptas alargadas o ramificadas, grupos de criptas o
criptas de tamafo anormal, contornos irregulares, entre otras.

Se desarrollaron las macros necesarias para la implementacion de las metodologias
propuestas tanto para cuantificaciones 2D como 3D, cuyas etapas de procesamiento se
encuentran esquematizadas en la Figura 8.
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Figura 7: Metodologia de segmentacion
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Figura 8: Metodologia de cuantificacién morfolégica

Microscopia del tiempo de vida de la fluorescencia y cuantificacion metabélica

Utilizando el mismo microscopio confocal se realizd la técnica de imagenes del
tiempo de vida de la fluorescencia. Para ello, de los sistemas laseres que posee el equi-
po, dos de ellos se pueden configurar como pulsados. Para este estudio se trabaj6 con
el laser de 405 nm.

El tiempo de vida de la fluorescencia es una propiedad de la fluorescencia que des-
cribe el tiempo en que un fluoréforo en estado excitado vuelve a su estado fundamen-
tal, y la microscopia de tiempo de vida de la fluorescencia (FLIM) es una técnica que
utiliza su tiempo de vida para generar imagenes resueltas en el espacio, proveyendo
otra dimensién de informacion para visualizar fluoréforos y otra fuente de contraste
para generar imagenes [20].

La técnica de FLIM puede utilizarse, entre otras cosas, para caracterizar tejidos me-
diante autofluorescencia. La autofluorescencia es caracteristica de los tejidos por lo
que puede utilizarse para detectar anomalias en ellos, por ejemplo, en el caso de un
tumor. Este ultimo caso se basa en variaciones de metabolismo en las células neopla-
sicas, los cuales pueden detectarse a partir de las coenzimas NAD(P)H y FAD [21].

ELNAD(P)H y FAD son fluoréforos de especial interés para el presente trabajo debi-
do a que son coenzimas que participan en el metabolismo celular, por lo que pueden
ser utilizados como sensores de estado metabdlico [22]. Estas coenzimas se encuen-
tran en el citoplasma celular, pero con la particularidad de que pueden estar libres o
ligadas a proteinas, lo cual afecta al tiempo de vida de la fluorescencia. EL NAD(P)H
ligado a proteinas, tiene un tiempo de vida mayor que el NAD(P)H libre, mientras que el
FAD ligado a proteinas, tiene un tiempo de vida menor al FAD libre [22]. La proporcién
entre NAD(P)H libre y ligado, y entre FAD libre y ligado varia segin el metabolismo. En
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las células normales predomina la fosforilacion oxidativa, mientras que en las células
neoplasicas predomina la glicolisis reductiva, por lo cual la proporcién entre estas va-
riantes es una potencial magnitud para diferenciar entre estos tipos celulares [22].

La cantidad de moléculas fluorescentes tiene un comportamiento exponencial se-
gun:

Sin embargo, esa expresién es valida para cada tipo de fluoréforo por separado. Para
el caso del NAD(P)H y FAD que se encuentran tanto libre como ligados, hay que tener
en cuenta los dos componentes por separado, es decir, un modelo bi-exponencial:

En la cual y corresponden a la componente rapida (menor tiempo de vida), mientras
que y corresponden a la componente lenta. Para el caso de NAD(P)H la componente
rapida es el libre, mientas que la componente lenta es el ligado. Para el caso del FAD
es lo opuesto, la componente rapida es el ligado, mientras que la componente lenta es
el ligado.

En la figura 9 se observa las componentes de las aproximaciones bi-exponenciales

Figura 9: Componentes de la aproximacion bi-expoencial para el NAD(P)H y FAD

A partir del modelo bi-exponenical, ademas de los parametros explicitos, surgen di-
ferentes parametros potenciales para discriminar entre células normales y patolégicas.
Entre ellos se destaca:

« Relacién de amplitudes : este parametro representa la relacion entre las dos
componentes ligadas y libres.

e Tiempo de vida medio : este parametro es un promedio ponderado entre la
dos componentes y se define como:

« Relacién Redox basado en el tiempo de vida de la fluorescencia: este para-
metro se define a partir de las relaciones de amplitudes de las componentes
ligadas y libres del NAD(P)H y FAD. Se define como:
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El equipo cuenta con un médulo de FLIM, cuyos detectores y esquema puede verse
en la figura 10. En (@) marcados en rojo estan los detectores de FLIM Zeiss Big 2. Se trata
de dos detectores ultra rapidos, que permite la visualizaciéon de dos canales simulta-
neos. En (b) se observa el recorrido de la luz laser en azul, que pasa por el cabezal
confocal, llega a la muestra, se produce la fluorescencia, retorna al cabezal confocal y
es dirigida al médulo de FLIM. En blanco, presenta un cubo de filtros, que, a través de
un espejo dicroico, transmite ciertas longitudes de onda, para que lleguen a uno de los
detectores, y refleja otras longitudes de onda, para que lleguen al otro detector, y asi
tener informacion diferente en cada canal. Las configuraciones de filtros son:

Cubo 1: Canal 1: 380 [nm]-430[nm], canal 2: 465[nm] - 515[nm].
Cubo 2: Canal 1: 420[nm] - 480[nm], canal 2: 500[nm] - 550[nm].

Este sistema de FLIM se basa en la modalidad de conteo de fotones Unicos correla-
cionados en el tiempo (TCSCP), controlado por el Médulo 152N de Becker & Hicks [23].

Figura 10. En (a) se observa marcado en rojo los detectores de FLIM Zeiss Big 2. En (b) en azul se muestra el re-
corrido de la luz laser, que surge de los laseres diodo, de tipo pulsado, que ingresa al cabezal confocal, llega a la
muestra, y de alli surge la sefial fluorescente graficada en verde, que retorna al cabezal confocal y se dirige a los

dos detectores de FLIM marcados en rojo.

Adquisicion y procesamiento de las imagenes de la mucosa murina por FLIM

Para los experimentos de este trabajo, se realizaron dos tipos de adquisiciones. Por
un lado, se tiene la adquisicién de imagenes de FLIM, y adquisiciones de imagenes con-
focales, que sirven principalmente como referencias para observar la morfologia de las
criptas colénicas. Previo al inicio de los experimentos, se realizd una serie de pruebas
para seleccionar los parametros y configuracion 6ptima para la adquisicién de las ima-
genes. Los principales son la seleccién de la lente y el laser.

Con respecto a la lente, tanto para FLIM como para las imagenes confocales, se
opto por la lente Zeiss EC Plan-Neofluar (20x/0.80) en aire, ya que el aumento de 20X
permite tener el campo suficiente para ver una gran cantidad de criptas, y el aumen-
to adecuado para observar de manera correcta su morfologia y entorno celular. Con
respecto a los laseres, para el caso de FLIM, si bien el equipamiento permite realizarlo
con el laser de 405 [nm] y el de 440[nm] se opt6 solo por utilizar el de laser de 405[nm].
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Por cada muestra montada en el microscopio (se tomé una muestra por ratén), se
realizaron tres adquisiciones distintas, todas siguiendo el siguiente protocolo. El pri-
mer paso una vez montada la muestra en el microscopio, fue realizar escaneos rapidos
a través de microscopia confocal, con el objetivo de encontrar un campo que permitan
visualizar de manera adecuada una gran cantidad de criptas colénicas. Para ello, se
configura el laser de 405[nm] de manera continua, y se inicia el escaneo, a través de la
herramienta “Live” del software del microscopio (Zen), que permite la maxima veloci-
dad de escaneo a baja resolucion.

Una vez encontrado el campo 6ptimo, el siguiente paso es realizar la adquisicion de
FLIM. Para ello, se configuré el laser de 405[nm] de manera pulsada, con una frecuencia
de repeticién de pulsos de 50 [MHz]. Se selecciona el cubo de filtros 2, donde en el ca-
nal 1 se recolecta informacion del NAD(P)H + FAD (principalmente NAD(P)H) mientras
que en el canal 2 se recolecta informacion solo del FAD. Para iniciar la adquisicién de
FLIM, se utiliza la herramienta “continouos” del software del microscopio, y se adquiere
durante un tiempo de 3 minutos, gestionado por el software de FLIM (SPC), el cual per-
mitia recolectar una gran cantidad de fotones por pixel, mejorando la fiabilidad de los
resultados, sin extender demasiado el tiempo de adquisicion. EL tamafio de la imagen
de FLIM resultante es de 512x512 pixeles, adquirida con una resolucién temporal de 20
[ps], debido a los 1024 canales temporales que provee el hardware del equipo.

Cuantificacion de los tiempos de vida de la fluorescencia

Cada una de las imagenes FLIM adquiridas de 512x512 pixeles, se dividi6é en cuatro
imagenes de 256x256 pixeles y a través del software SPCImage se gener6 una mascara
o ROI (regidn de interés) que encierra cada una de las criptas, dejando afuera la ldmina
propia, en la cual no hay presencia de NAD(P)H y FAD. Tanto la division de las imagenes
como las mascaras pueden observarse en la figura 11. El software SPCImage se con-
figura para que calcule los parametros de FLIM con una aproximacion bi-exponencial
(debido a que tanto NAD(P)H y FAD pueden estar libres o ligados). Una vez calculado,
se obtienen los parametros de interés t,, t,, t,., A;, A, de ambos canales, donde el canal
1 tiene informacion del NAD(P)H y el canal 2 tiene informacion del FAD. El software
calcula estos parametros para cada uno de los pixeles de la imagen, sin importar la
divisién en cuadrantes previa, ni los ROl generados, por lo que se exportan como varias
matrices (una matriz por cada parametro) de 512x512.

Para solucionar este problema, como la informacién relevante es la que se encuen-
tra dentro del ROI, a través de un script realizado con Python 3 se toma cada una de
las matrices de parametros, se las divide en los 4 cuadrantes, generando 4 matrices de
256x256 por imagen, y se calcula el valor promedio de los pixeles que se encuentran
dentro de las mascaras. Por lo tanto, por cada imagen adquirida, se obtiene 4 valores
por parametro, que representa el promedio obtenido dentro de cada cuadrante. En
promedio, cada uno de los cuadrantes tiene unos 20.000 pixeles que se encuentran
dentro del ROI, por lo que, con la totalidad de las imagenes, se tienen mas de 3.500.000
pixeles cuantificados.
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Figura 11: Imagen de ejemplo donde se observa la division en 4 campos de 256x256 y se visualizan las mascaras
aplicadas. En colores se ven las criptas (una en (c)) y en gris y blanco la lamina propia (L.P.). Barra de escala = 50
(um].
RESULTADOS

Cuantificacion y caracterizacion morfolégica 3D

El conjunto de datos arrojados por las cuantificaciones morfolégicas 3D se resume
en los cuadros 1y 2, los cuales exponen los valores de mediana y rango intercuartil
tanto para las medidas geométricas de volumen y superficie, como para las de forma
como compactibilidad, esfericidad, elongacién, planitud e irregularidad. Cada estudio
experimental considera un total de 247 y 897 fosas 3D, contando con 22y 191, 9y 138,
105y 469,111y 99 objetos de interés de tiempo cero y 2da, 4ta y 8va semanas de tra-
tamiento con AOM/DSS.

Por otro lado, los graficos de barras de las figuras 12 a 14 exponen la variacion de
cada parametro, utilizando la media y desviacién estandar. A su vez, se indican las di-
ferencias estadisticamente significativas halladas entre diferentes puntos muestrales
para una misma variable en analisis.

Los valores de mediana reportados para mediciones geométricas como volumen
y superficie aparentan evolucionar de manera diferente en el inicio de cada estudio,
entre tiempo cero y 2da semana de tratamiento. Sin embargo, en ambos casos la 4ta
semana contiene las representaciones con mayor volumen y superficie, y en general,
mayor variabilidad. Aligual que en el analisis 2D, las medianas de algunas mediciones
de forma se incrementan o disminuyen comparando representaciones de fosas con-
trol frente a las tratadas con AOM/DSS, mientras que otras adquieren valores similares
entre control y el inicio de la induccion del CCR en la 2da semana. En particular, la
esfericidad y compactibilidad disminuyen con la progresién del tiempo desde el co-
mienzo del tratamiento, generalmente acompafado de un incremento de variabilidad
morfolégica. La elongacion y planitud, presentan medianas similares en tiempo cero
y 2da semana, alterandose con posterioridad, disminuyendo e incrementandose, res-
pectivamente. Por Gltimo, las medianas de la irregularidad son similares en las etapas
analizadas en el primer estudio experimental, aunque no lo son en el segundo, en el
cual disminuyen a medida que el tratamiento avanza.
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Cuadro 1: cuantificacion 3D: Descriptores geométricos

Cuadro 2: cuantificacién 3D: Descriptores de forma

El cotejo de analisis estadisticos de la media de cada parametro, considerando a
ambos estudios experimentales, hallé diferencias significativas en volumen e irregu-
laridad entre las representaciones de control y todos los puntos muestrales de trata-
miento. Las medidas restantes hallaron las mismas diferencias estadisticamente signi-
ficativas exceptuando a tiempo cero y 2da semana. Por otro lado, todos los parametros
presentaron diferencias significativas entre todos los puntos de tiempo referentes a

tratamiento, pero no fue detectable para la 4ta y 8va semanas en esfericidad y com-
pactibilidad.
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Figura 12: Representacion de la media y desviacion estandar del volumen (A, B) y superficie (C, D) para cada punto
de tiempo. (*) y (**) indican valores p < a niveles de significancia de 0,05 y 0,01, respectivamente
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Figura 13: Representacion de la media y desviacion estandar de esfericidad (A, B) y compactibilidad (C, D) para
cada punto de tiempo. (*) y (**) indican valores p < a niveles de significancia de 0,05 y 0,01, respectivamente
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Figura 14: Representacion de la media y desviacion estandar de irregularidad (A, B), elongacion (C, D) y planitud (E,
F) para cada punto de tiempo. (*) y (**) indican valores p < a niveles de significancia de 0,05 y 0,01, respectivamente
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Las figuras 15 a 18 exhiben resultados de las etapas de segmentacion, identificando
a las representaciones caracterizadas, para un volumen de cada punto muestral. En
cada caso, Ay B presentan vistas superior e inferior de laimagen 3D, sefialando en rojo
a las fosas segmentadas y cuantificadas, mientras que C las extrae, afladiendo en ce-
leste informacion sobre centroides. D determina en azul cuales son las fosas incluidas
en la caracterizacion, y E ensefia seis de ellas acompafiadas de sus respectivos datos
cuantitativos.

Figura 15: Volumen de tiempo cero con representaciones de segmentacion (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas
segmentadas y centroides), identificacion de fosas incluidas en la caracterizacion (D) y ejemplificaciones (E, donde
V:volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongacién, P: planitud).
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Figura 16: Volumen de 2da semana con representaciones de segmentacion (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas
segmentadas y centroides), identificacion de fosas incluidas en la caracterizacion (D) y ejemplificaciones (E, donde
V:volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, EL: elongacion, P: planitud).
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Figura 17: Volumen de 4ta semana con representaciones de segmentacién (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas
segmentadas y centroides), identificacién de fosas incluidas en la caracterizacion (D) y ejemplificaciones (E, donde
V:volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, EL: elongacion, P: planitud).
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Figura 18: Volumen de 8ta semana con representaciones de segmentacién (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas
segmentadas y centroides), identificacion de fosas incluidas en la caracterizacion (D) y ejemplificaciones (E, donde
V:volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongacién, P: planitud).
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Por otro lado, la figura 19 expone cinco representaciones 3D para cada punto de
tiempo en cada estudio experimental, que ejemplifican los cambios morfolégicos ob-
servables. En complemento con la informacién cuantitativa obtenida y analisis reali-
zados, se definieron las siguientes particularidades que caracterizarian a las fosas 3D:

« laforma essimilar entre las no patologicas y las de 2da semana en tratamien-
to, aunque estas ultimas presentarian mayor irregularidad en su superficie ex-
terna,

« reducen su volumen en la etapa inicial del tratamiento (2da semana), incre-
mentando su valor medio y variabilidad en la 4ta semana, punto de tiempo en
el que incrementan también su superficie externa,

« durantey posteriormente a la 4ta semana, su configuracién se altera significa-
tivamente, con posibilidad de incrementar su grosor y elongacion en el plano
XY. Su superficie externa se ve afectada, extendiéndose a causa del incremen-
to de irregularidad o rugosidad externa, lo que también incide en la rectitud
de la orientacion de las fosas.

Figura 19: Representaciones 3D de fosas para cada punto de tiempo, seleccionadas a partir de imagenes 3D perte-
necientes a seccionamientos épticos y/o muestras diferentes.
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Cuantificacion metabdlica

Uno de los datos mas importantes a tener en cuenta es que, tanto las imagenes con-
focales como las de FLIM fueron obtenidas utilizando el mismo laser, el mismo sistema
de escaneo, la misma lente, etc. Lo Unico que se cambi6 fueron los detectores, ya que
para la técnica de FLIM se requieren detectores especiales, sin embargo, estos detec-
tores son completamente compatibles con la microscopia confocal, por lo cual, con el
mismo hardware, es posible obtener muchisima informacion de una sola adquisicién.
Incluso, puede verse que en todas las imagenes de FLIM, la morfologia de las criptas y
sus luces sigue siendo apreciable, aun cuando no fue el objetivo obtener imagenes de
FLIM en las que se obtenga una buena informacién morfologica.

En la figura 20 se muestra las imagenes de FLIM obtenidas para el control, semana
2, semana 3 y semana 6 luego de la administracién del AOM. Las criptas fueron selec-
cionadas con mascaras especificas y sobre ellas se cuantificaron los tiempos de vida en
cada una de ellas.

Figura 20: Imagenes representativas de FLIM en el modelo murino de CCR.

En la figura 21 se observa el diagrama de cajas para el parametro FLIRR, el cual es
maximo para las muestras de control y disminuye a medida que pasan las semanasy el
tejido se vuelve mas patolégico.
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Figura 21: Diagrama de cajas del parametro de FLIRR.

Para el parametro FLIRR el ANOVA arrojé un p-value de 1x10-1° < 0.05 con un tama-
no de efecto grande de 0.7 > 0.14. Estos valores permitieron rechazar H, por lo cual
se realizo la prueba de Tukey donde los resultados se observan en la tabla 2. En esta
prueba se encontré que el parametro p-Tukey es inferior a 0.05 entre el control y cada
una de las semanas, por lo cual presenta una diferencia significativa entre sus medias.

Sin embargo, no hay evidencia suficiente para poder diferenciar entre las medias
de las propias semanas entre si, por lo que este parametro es un buen indicador para
diferenciar entre tejido fisioldégico y patolégico, pero no entre las muestras patolégicas
para estas semanas.

Tabla 2. Resultados prueba Tukey para FLIRR

3 4 0.396 0.381 0.015 7.88 x10™

3 5] 0.396 0.37 0.02& 3.98 x10™

3 Control 0.396 0.498 -0.102 1.63 x10°®

4 & 0.381 0.37 0.011 8.84 x10*

4 Control 0.381 0.498 -0.118 5.78 x10°

& Control 0.37 0.498 -0.128 6.04 x10™°
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Analisis morfolégico 3D

La cuantificacién, caracterizacion morfolégica 3D y andlisis estadisticos, establecie-
ron que los segmentos de fosas de las criptas de Lieberkihn estudiadas, de aproxima-
damente 60 pm, presentarian mayor nivel de similitud en las etapas de tiempo cero
y 2da semana de tratamiento. Sélo en dos (volumen e irregularidad) de los siete des-
criptores se hallaron diferencias significativas entre ambos puntos, y s6lo en uno de los
estudios experimentales. Con el transcurso del tiempo de tratamiento la variabilidad
morfolégica aumenta, ya que el comportamiento general observado en las magnitudes
de esfericidad, compactibilidad, elongacién e irregularidad indican que disminuyen, in-
crementando la planitud. En ambos estudios experimentales, la 4ta semana contiene
las representaciones con mayor volumen y superficie, y en general, mayor variabilidad.
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La relacion entre los patrones de orificios de las criptas de Lieberkiihn y la configu-
racion 3D de las fosas se estableci6 y correlacion6 mediante inspecciones visuales y
mediciones de ancho y largo, reportadas en algunos articulos de investigacion cientifi-
ca [24, 25]. Escasos informes proponen algoritmos para la obtenciéon de mediciones 3D
relacionadas al tamafio y forma de las fosas o criptas [26, 27]. De los estudios computa-
cionales, Qi et al. [26] desarrollaron un algoritmo de cuantificacion morfolégica 3D uti-
lizando imagenes de coloendoscopia de magnificacion y OCT sobre muestras norma-
les, adyacentes a cancer pero con aparente normalidad, y malignas. La metodologia de
medicién extrae el area, longitud del eje mayor, longitud del eje menor, excentricidad
de la elipse que mejor ajusta al objeto y solidez para cada orificio de cada imagen 2D
del volumen. Luego, la cuantificacion final es originada a partir del conjunto de datos
de cada orificio segmentado, siempre que su extension a lo largo de la mucosa sea
mayor a 60 um. En base a ese concepto, el area no seria un parametro directamente
comparable al considerar un promedio de areas de los orificios a lo largo de la cripta
en su totalidad. Los parametros restantes, excentricidad, solidez y rectitud, establecen
que las representaciones normales serian menos irregulares en su superficie externa,
mas rectas y probablemente mas circulares en el plano XY (si todas las estructuras
analizadas tienen extensiones similares) que las consideradas neoplasicas. A su vez,
la distorsion en la orientacion de las criptas malignas seria ain mas notorio. Por su
parte, Furuwaka et al. [27] cuantificaron volumen y superficie tanto para la cripta como
para su lumen de forma independiente. Dichas mediciones fueron llevadas a cabo en
reconstrucciones de grosor de 3 pm de biopsias de regiones normales, en transicion y
patolégicas a partir de un reducido nimero de pacientes. Se observé que los valores
medios referentes tanto a criptas como limenes se incrementan con la transformacion
de la mucosa de normal a patolégica. Sin embargo, el aumento entre transiciones de
regiones es menor para las cuantificaciones de criptas que de lumenes. Los datos de-
notan grandes variaciones entre muestras de diferentes pacientes como del mismo,
incluso en las clasificadas como normales.

Hasta este punto, la interpretacién de las mediciones 3D realizadas conjetura que
las fosas de control, al tener menor volumen que lo supuesto, serian mas estrechas que
el modelo. Sin embargo, los valores de superficies similares indicarian que presentarian
mayor irregularidad en su contorno, lo que podria afectar su planitud o rectitud. El tra-
tamiento con AOM/DSS afecta inmediatamente el volumen de la fosa pero la superfi-
cie comenzaria a alterarse posteriormente, alcanzando sus maximos en la 4ta semana.
En cuanto a la elongacion, su magnitud se incrementa cuando el area del orifico se re-
duce en el plano XY y también puede aumentar o disminuir segan la irregularidad de la
morfologia de la forma. Para fosas extremadamente elongadas en el plano XY, el valor
disminuye debido a la reduccion de la diferencia entre los radios del primer y segundo
eje del elipsoide que lo ajusta. Por lo tanto, las fosas de la 4ta y 8va semanas tienden
a exhibir una estructura 2D alargada, similar a la de los patrones de fosas neoplasicas.
Por ultimo, las fosas no neoplasicas se asocian a valores de irregularidad y planitud
cercanos a 1, ya que sus volumenes deberian ser similares al volumen del elipsoide
de mejor ajuste y deberian contar con una superficie lisa y estar orientadas en linea
recta. Ambos valores disminuyen y aumentan, respectivamente, con el incremento de
la irregularidad de la superficie en las representaciones neoplasicas. Nuevamente, las
fosas de la 4ta y 8va semanas presentaron una superficie mas rugosa y también fue-
ron menos rectas como podria anticiparse en la transicién de la etapa no neoplasica
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a la neoplasica. Finalmente, los valores de los parametros cuantificados en las etapas
avanzadas de la patologia pueden deberse a la variacién estructural de una fosao ala
cuantificacién de dos o mas fosas que se han fusionado durante el proceso. Esto puede
observarse principalmente en algunas de las representaciones de la 4ta y 8va semanas
de la figura 19.

En base a lo supuesto, con el fundamento de los datos recabados en los articulos
publicados, se sintetiza:

« Las fosas de animales no tratados o pertenecientes a etapas iniciales del tra-
tamiento con AOM/DSS (control y 2da semana) se caracterizaron, en general,
por ser mas tubulares, menos rugosas y mas rectas que las de los puntos de
tratamiento posteriores. Por lo tanto, pueden estar asociadas a fosas norma-
les 0 no neoplasicas, mientras que las de etapas posteriores pueden estar re-
lacionados con adenomas o incluso criptas cancerosas.

« A excepcion de la irregularidad, todos los parametros tienen diferencias es-
tadisticamente significativas entre el grupo de control y las fosas de la 4ta
semana. Durante y posteriormente a este punto, la configuracion de las fosas
se altera significativamente, con posibilidad de incrementar su grosor y elon-
gacion en el plano XY. Su superficie externa se ve afectada, extendiéndose a
causa del incremento de irregularidad o rugosidad externa, lo que también
incide en la rectitud de la orientacion de las fosas.

« Sabiendo que la orientacién de las criptas cambia con la progresién de la
enfermedad [26], las estructuras de las criptas adyacentes a las regiones tu-
morales, o las de displasia temprana, tienden a variar en tamafo en el campo
de vision, agrandandose, y a menudo elongandose y/o presentando bordes
dentados en el plano de visualizacién [28]. Ademas, los limenes de las criptas
aberrantes a veces aparecen en forma de hendidura, con incremento de sus
dimensiones e irregularidad, y con orientaciones menos paralelas entre si [26].

« De esta forma, se podria conjeturar que los puntos de muestra de la 4ta y
8va semanas pueden estar ligados a adenomas o posibles criptas cancerosas
como consecuencia del incremento de rugosidad superficial y area de los ori-
ficios, asi como de la reduccion de rectitud.

Al suponer que los principales cambios morfolégicos comienzan después de la 2da
semana, considerando la relevancia de la 4ta semana en la transformacion morfolégi-
ca descripta, deberia evaluarse la posibilidad de redefinir los puntos temporales para
el analisis. A los fines de hallar caracteristicas en etapas tempranas de la progresion
del CCR, podria incluirse una etapa intermedia entre la 2da y 4ta semana, concluyendo
el estudio en este punto.

Analisis metabolico

Con respecto a la microscopia del tiempo de vida de la fluorescencia FLIM, el obje-
tivo general del trabajo fue analizar si esta microscopia puede ser utilizada como una
herramienta de diagnéstico temprano de cancer colorrectal. En los ultimos afios, se co-
menzé a ver una tendencia hacia el uso de la fluorescencia como técnica de diagnés-
tico de muchas patologias. Principalmente se destaca el uso de la autofluorescencia,
ya que permite tener un método de diagnéstico in vivo, no invasivo, que brinda mucha
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informacion de los tejidos, morfologia celular, concentracién iénica intracelular, con-
tenido lipidico, entorno celular, las interacciones entre las propias células, etc [20, 29].
Sin embargo, a pesar de todas las ventajas de la autofluorescencia de los tejidos, las
limitaciones en el uso de la intensidad de la fluorescencia como fuente de informacién,
hizo que se comiencen a buscar otras caracteristicas de la misma como alternativa.
Entre algunas de estas caracteristicas, surgié el tiempo de vida de la fluorescencia que
ha demostrado una gran robustez ante todas estas limitaciones, por lo cual tienen un
potencial enorme como técnica de diagnéstico de multiples patologias [20].

Como se menciond, hay distintas aplicaciones para la técnica de FLIM. Para el pre-
sente trabajo, resulté de gran interés la caracterizacion de tejidos a partir de su au-
tofluorescencia, utilizada por ejemplo para deteccién de anomalias, como es el caso
del cancer. En este caso, una de las caracteristicas mas interesantes es la variacién del
metabolismo en células neoplasicas respecto a células normales, las cuales pueden
detectarse a partir de las coenzimas NAD(P)H y FAD [21]. EL NADH, NADPH (al tener
espectros fluorescentes similares, se las considera juntos como NAD(P)H) y el FAD son
coenzimas fluorescentes que participan en los distintos procesos del metabolismo, las
cuales se encuentran en el citoplasma celular en forma libre o ligadas a proteinas.
En células patolégicas, aumenta el contenido de NAD(P)H libre respecto a NAD(P)H
ligado a proteinas, como también aumenta el contenido de FAD ligado a proteinas, res-
pecto al FAD libre. Como a través de FLIM, es posible identificar de la proporcién entre
estas coenzimas libres y ligadas a proteinas, su medicion también permite identificar
entre tejido normal y patolégico [22].

Por otro lado, tanto el NAD(P)H como el FAD forman pares redox, pero con una ca-
racteristica importante. Mientras que el NAD(P)H es fluorescente en su forma reducida,
pierde la fluorescencia cuando se oxida a NAD*. Por otro lado, el FAD es fluorescente
en su estado oxidado (FAD*), mientras que pierde su fluorescencia en estado reducido
(FAD) [22]. Debido a que en las células neoplasicas predomina la glucolisis reductiva,
respecto de la fosforilacion oxidativa predominante en células normales, muchos tra-
bajos intentaron utilizar la intensidad de fluorescencia para medir las concentraciones
de las coenzimas antes mencionadas, para intentar identificar el tipo de metabolismo
predominante, y asi poder diferenciar tejidos normales de patolégicos. Sin embargo,
las limitaciones de la fluorescencia antes mencionadas provocé que los resultados no
sean concluyentes.

La técnica de FLIM result6 ideal para superar estas limitaciones, ya que permite
calcular esta relacion redox, independientemente de la cantidad de NAD(P)H y FAD
presente en las células y otros parametros de adquisicion e instrumental, a partir de la
cantidad relativa de NAD(P)H ligado a proteinas, respecto del NAD(P)H libre, y la canti-
dad relativa de FAD libre, respecto a FAD ligado a proteinas. Esta relacion fue la antes
mencionada en resultados como FLIRR [22].

A partir del analisis de los resultados obtenidos, puede verse que hay varios para-
metros que permiten diferenciar entre tejido fisiolégico y patolégico. Entre ellos, se en-
cuentra los parametros a,[%] y a,[%] (lo cual es légico ya que a,[%]=100 - a,[%], por lo
que son parametros dependientes) tanto para el NAD(P)H como para el FAD, teniendo
una mejor resolucion para identificar el tipo de tejido para el caso del NAD(P)H, ya que
en los parametros p-Tukey entre el control y las semanas son mas pequefios, indicando
mayor diferencia entre sus medias.
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Por otro lado, otro parametro que permite identificar entre tejido fisiolégico y pa-
tolégico es a,/a,, tanto para el NAD(P)H y el FAD, pero nuevamente considerando que
a,=1 - a,[%] (en este caso son valores absolutos y no relativos), se tiene que la relacién
“a, ="/ _ 4 por lo cual nuevamente es dependiente del parametro a,, por lo que es
légico sea un buen para identificar el tipo de tejido. Sin embargo, el mejor parametro
que permite identificar entre tejido fisiolégico y patolégico es FLIRR, ya que permite
que las medias entre el las muestras de control y cada una de las semanas difieren mas,
lo cual puede observarse tanto en los diagramas de cajas de la figura 21y en los pa-
rametros de Tukey, ya que para este parametro los valores de p-Tukey son mas chicos.

El parametro FLIRR resulta muy interesante, ya que es el Unico que utiliza informa-
cién tanto del NAD(P)H ligado a proteinas como del FAD ligado a proteinas. Ademas,
se demostré que a medida que la evoluciona la patologia, al menos hasta la semana
6 luego de la induccion, la proporcion de NAD(P)H ligado a proteinas disminuye (se
encuentra en el numerador de la expresion de FLIRR y la proporcion de FAD ligado a
proteinas aumenta (se encuentra en el numerador de la expresion de FLIRR, por lo que
ambos efectos se suman, generando una mejor resolucion para la identificacion del
tipo de tejido.

En otros tejidos, se ha demostrado que la relacién redox o FLIRR permite identificar
tejido cancerigeno de tejido normal, como es en el caso de Jo et al, donde analizan la
técnica de FLIM como posible técnica de diagnostico de cancer oral [30]. En este tra-
bajo, realizaron FLIM en biopsias de tejido normal, lesiones benignas y carcinoma en
estadio inicial, y encontraron que no hay diferencias significativas entre FLIRR para el
tejido normal respecto de las lesiones benignas, pero este parametro disminuye para
el carcinoma, respecto del tejido normal, al igual que lo encontrado en este trabajo
para el colon. Otro resultado similar se obtuvo en el caso del pulmén, donde se utilizé
el parametro de FLIRR para comparar entre tejido normal y carcinoma de pulmén, ob-
teniendo que el mismo disminuye para el caso del carcinoma, respecto del tejido nor-
mal. En el trabajo realizado por Wang et al, se utilizé FLIM para analizar el cancer de
pulmoén. En este caso, reportaron el parametro 7, disminuye en el tejido cancerigeno,
respecto del tejido normal, tanto para el NAD(P)H como para el FAD [31]. En este tra-
bajo, no se ha encontrado el mismo resultado, sin embargo, puede deberse al estadio
de la patologia. En el presente trabajo, se centr6 en el estadio temprano, y se encontré,
que, en una primera instancia, tanto para NAD(P)H como para FAD, el parametro ¢,, au-
menta, pero luego de la semana 4, comienza a disminuir, por lo cual, puede que, en un
periodo de tiempo posterior, disminuya a valores inferiores que la media para el tejido
normal, y asi coincida con los resultados encontrados por Wang et al [31].

A partir de toda la informacién reunida a lo largo del desarrollo del presente traba-
jo, ya sea desde la busqueda bibliografica como de los resultados propios obtenidos,
podemos concluir que la microscopia de tiempo de vida de la fluorescencia es una
potencial técnica para el diagnéstico temprano de cancer colorrectal.

Resumiendo, la metodologia propuesta permitio cuantificar cambios morfolégicosy
metabolicos, producidos en tejidos no patolégicos y patolégicos derivados de la imple-
mentacién de un modelo murino de induccién de CCR a partir de ciclos de AOM/DSS.
Los objetivos establecidos inicialmente fueron alcanzados, y en conjunto, condujeron
a la verificacion de la hipétesis formulada. Dicha hipétesis conjeturé que la morfologia
3D de las fosas de las criptas de Lieberkihn y el metabolismo de la mucosa de colon
presentan diferencias entre muestras de tejido epitelial patoloégico y no patolégico,
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como también entre las etapas de progresion del CCR, y su verificacion fue llevada a
cabo ante la particularidad de la reconstruccion de un segmento de las fosas y no de
su volumen total.

A partir de los resultados morfolégicos 2D y 3D obtenidos, y analisis estadisticos
asociados, se caracterizo la morfologia de los orificios de las fosas y de un segmento
de las mismas. En ambas situaciones, 2D y 3D, se logré definir a la 4ta semana como el
punto de tiempo en el cual, en las condiciones del modelo utilizado, se manifestarian
la mayoria de los cambios de forma en los orificios/fosas. Ademas, la caracterizacién
3D posibilité asociar a las fosas de diferentes instantes de tiempo a limenes de criptas
normales, no neoplasica o neoplasicas.

REFERENCIAS

[1] Organizacién Mundial de la Salud (2014). Informe sobre la salud en el mundo 2014.

[2] Mincyt (2022). Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva, Argenti-
na, https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del cancer/estadisticas/
mortalidad.

[3] Celi A, Merrill-Skoloff G, Gross P, Falati S, Sim DS, Flaumenhaft R, Furie BC, Furie
B (2003). Thrombus formation: direct real-time observation and digital analysis of
thrombus assembly in aliving mouse by confocal and wide field intravital microsco-
py. J Thromb Haemost 1: 60-68.

[4] De Robertis M, Massi E, Poeta ML, Carotti S, Morini S, Cecchetelli L, Signori E, Fazio
VM (2011). The AOM/DSS murine model for the study of colon carcinogenesis: From
pathways to diagnosis and therapy studies. J Carcinog 10: 9. doi: 10.4103.

[5] Bianchi M, Adur J, Izaguirre MF, Viale S, Cesar CL, Casco VH (2013). Endothelin-2
differential expression in normal and early-stages of colon cancer development. J
Cancer Therapy 4: 26-33.

[6] Bianchi M, Adur J, Ruff SY, Izaguirre MF, Carvalho HF, Cesar CL, Casco VH (2014).
Mouse colorectal cancer an early detection approach using nonlinear microscopy.
Biomed Mater Eng 24: 3419-3426.

[7] Adur J, Carvalho HF, Cesar CL, Casco VH (2014). Nonlinear optical microscopy signal
processing strategies in cancer. Cancer Inform 13: 67-76.

[8] Barbosa GD, Borgonovo JR, Izaguirre MF, Casco VH, Adur JF (2009). Microscopia de
fluorescencia aplicada al diagnoéstico de tejidos tumorales. 10° Congreso Interam-
ericano de Microscopia Electrénica (Interamerican Committe of Societies for Elec-
tron Microscopy, CIASEM 2009) y el 1ler Congreso de la Sociedad Argentina de Mi-
croscopia (SAMIC 2009), Rosario, Argentina.

[9] Adur J.F, Balducci F.D., Garcia J.C,, Vila J.F, Izaguirre M.F. y Casco V.H. (2001) Obser-
vacion Tridimensional. La nueva era en la microscopia de fluorescencia. Ciencia Hoy
11: 22-31.

[10] Regueiro CR (2005). AGA Future Trends Committee report: Colorectal cancer: a
qualitative review of emerging screening and diagnostic technologies. Gastroenter-
ology 129:1083-103.

[11] Conchello JA, Lichtman JW (2005). Optical sectioning microscopy. Nat Methods;
2:920-931.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°18 | AfoXV | 2025 | 29


https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del cancer/estadisticas/mortalidad
https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del cancer/estadisticas/mortalidad
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24737930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24737930

L.Erbes, et al. | Reconstruccion dptica tridimensional de la mucosa murina con resolucion celular. Utilidad para la evaluacion del cancer colorrectal

[12] Diaz-Zamboni J., Adur J,, Casco V.H. (2004) Implementacién de una algoritmo basa-
do en el Método de Regulacion Lineal. Su aplicacion en la reconstruccion tridimen-
sional de secciones 6pticas. VIl Congreso Internacional de Métodos Numéricos en
Ingenieria y Ciencias Aplicadas. Venezuela.

[13] Adur J, Diaz-Zamboni J, Vicente N, Izaguirre MF, Casco VH. Digital Deconvolution
Microscopy: Development, Evaluation and Utilization in 3D quantitative studies of
E-cadherin expression in skin of Bufo arenarun embryos. Modern Research and Ed-
ucational Topics in Microscopy. Vol Il. Techniques. 906-916 (2007).

[14] Erbes LA, Zeitoune A, Bianchi M, Ruff SY, Casco VH, Adur J. (2018). “Development of
a segmentation method for crypts of Lieberkiihn detection using autofluorescence
colon images”. Revista Argentina de Bioingenieria. Vol. 22 (2): 62-66.

[15] Erbes LA, Zeitoune AA, Torres HM, Casco VH, Adur J (2019). Morphological cha-
racterization of colorectal pits using autofluorescence microscopy images. Arquiv.
Gastroenterology.

[16] Tanaka T (2009). Colorectal carcinogenesis: Review of human and experimental
animal studies. J. Carcinog. 8:1-19.

[17] GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, Octava edicion. Was-
hington: the national academies press, 2011.

[18] Tanaka, T, Kohno, H., Suzuki, R, Yamada, Y., Sugie, S., and Mori, H. (2003). A novel
inflammation-related mouse colon carcinogenesis model induced by azoxymethane
and dextran sodium sulfate. Cancer Science, 94(11):965-973.

[19] Corpet, D. E. and Pierre F, (2003). Point: From Animal Models to Prevention of Colon
Cancer. Systematic Review of Chemoprevention in Min Mice and Choice of the Mo-
del System. Cancer Epidemiol. Prev. Biomark., 12(5): 391-400.

[20] Chen L.C. (2013) Fluorescence lifetime imaging microscopy for quantitative biolo-
gical imaging, Methods in Cell Biology.

[21] Trautmann S. (2013). Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) in Confocal Microscopy
Applications: An Overview. PicoQuant GmbH.

[22] Becker W. (2018) Metabolic Imaging with the DCS-120 Confocal FLIM System: Simul-
taneous FLIM of NAD(P)H and FAD., [En linea]. Available: https://www.becker-hickl.
com/wp-content/uploads/2018/12/nadh-fad-flim-v05.pdf.

[23] Becker&Hickl (2018). FLIM Sysyems for Zeiss LSM-710 / 780 / 880, [En linea].
Available: https://www.photonicsolutions.co.uk/upfiles/FLIMSystemsforZeissLS-
M710780880LG30Aprl8.d.

[24] Kudo, S., Hirota, S., Nakajima, T, Hosobe, S., Kusaka, H., Kobayashi, T., Himori, M.,
and Yagyuu, A. (1994). Colorectal tumours and pit pattern. Journal of Clinical Patho-
logy, 47(10):880-885.

[25] Tamura, S., Furuya, Y. C,, Tadokoro, T, Higashidani, Y., Yokoyama, Y., Araki, K., and Oni-
shi, S. (2002). Pit pattern and three-dimensional configuration of isolated crypts from
the patients with colorectal neoplasm. Journal of Gastroenterology, 37(10):798-806.

[26] Qi, X, Pan, Y, Hu, Z, Kang, W., Willis, J. E.,, Olowe, K, Sivak, M. V, and Rollins, A. M.
(2008). Automated quantification of colonic crypt morphology using integrated mi-
croscopy and optical coherence tomography. Journal of Biomedial Optics, 13(05):1-11.

[27] Furukawa, H., Inoue, F., Miyake, N., Moriyasu, T.,, Moriti, H., and Saiga, T. (2004).
Three-dimensional reconstruction of the mucosa from sequential sections of biopsy
specimens of patients with ulcerative colitis:Relationship between crypt structure
and vascular architecture. Digestive Endoscopy, 16(2):107-112.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°18 | AfoXV | 2025 | 30


https://www.photonicsolutions.co.uk/upfiles/FLIMSystemsforZeissLSM710780880LG30Apr18.d
https://www.photonicsolutions.co.uk/upfiles/FLIMSystemsforZeissLSM710780880LG30Apr18.d

L.Erbes, et al. | Reconstruccion dptica tridimensional de la mucosa murina con resolucion celular. Utilidad para la evaluacion del cancer colorrectal

[28] Prieto, S. P, Reed, C. L, James, H. M,, Quinn, K. P, and Muldoon, T. J. (2019). Diffe-
rences in colonic crypt morphology of spontaneous and colitis-associated murine
models via second harmonic generation imaging to quantify colon cancer develop-
ment. BMC Cancer, 19(428):1-109.

[29] Andersson-Engels S, Klinteberg C, Svanberg K, Svangber A (1997). In vivo fluores-
cence imaging for tissue diagnostics. Physics in Medicine & Biology.

[30] Jo JA, Cheng S, Cuenca-Martinez R, Duran-Sierra E, Malik B, Ahmed B, Maitland
K, Cheng YL, Wright J, Reese T. (2018) Endogenous Fluorescence Lifetime Imaging
(FLIM) Endoscopy For Early Detection Of Oral Cancer And Dysplasia. Annu Int Conf
IEEE Eng Med Biol Soc.

[31] Wang, M, Tang, F, Pan, X,, Yao, L, Wang, X,, Jing, Y., Ma, J, Wang, G., & Mi, L. (2017).
Rapid diagnosis and intraoperative margin assessment of human lung cancer with
fluorescence lifetime imaging microscopy. BBA Clinical.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°18 | AfoXV | 2025 | 31


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30441030/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30441030/

PID 6212

Denominacion del Proyecto
Reconstruccion éptica tridimensional de la mucosa murina con resolucién celu-
lar. Utilidad para la evaluacién del cancer colorrectal

Director
Adur Javier Fernando

Codirectora
Izaguirre, Maria Fernanda

Unidad de Ejecucion
Universidad Nacional de Entre Rios

Dependencia
Facultad de Ingenieria

Contacto
javieradur@uner.edu.ar

Catedra/s, area o disciplina cientifica
Laboratorio de Microscopia Aplicada a Estudios Moleculares y Celulares (LAMAE)

Integrantes del proyecto
Docentes UNER: Galetto, Carolina Daniela; Erbes, Luciana Ariadna; Zeitoune,
Angel

Fechas deiniciaciony de finalizacion efectivas
03/03/2021y22/01/2024
Aprobacion del Informe Final por Resolucion C.S. N°190/24 (28/06/2024)

<<< VOLVER AL INICIO



	cabecera

	Botón volver1: 


