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RESUMEN

En este trabajo presentamos los resultados obtenidos sobre un modelo murino de 
cáncer color rectal sobre el cual se aplicaron diferentes técnicas de microscopía y pro-
cesamiento y reconstrucción de imágenes. En cada punto experimental del modelo, 
utilizando microscopía laser confocal y microscopía del tiempo de vida de la fluore-
sencia, se buscó relacionar cambios morfológicos y metabólicos con el desarrollo de 
la patología. 

La mucosa del colon fue seccionada ópticamente, logrando obtener reconstruccio-
nes tridimensionales con espesores de entre 50 a 70 [µm]. Utilizando clarificantes, se 
intentó lograr mejores espesores de reconstrucción, pero el protocolo no pudo aplicar-
se sobre los tejidos patológicos. 

Los resultados alcanzados demuestran que es posible obtener parámetros cuantita-
tivos que sean indicadores de la etapa temprana de inicio de la patología. Lo cual abre 
posibilidades para su utilización para la evaluación del cáncer colorrectal. 

Palabras clave: microscopia, mucosa colónica, cáncer colorrectal, cuantificación tri-
dimensional 
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Objetivos propuestos y cumplidos
Los objetivos propuestos para este proyecto fueron:

• Desarrollar, implementar y validar una metodología para visualizar, registrar 
y cuantificar variables tisulares, celulares y subcelulares, de la mucosa com-
pleta del colon de ratón.

• Implementar un protocolo de transparentización de la mucosa del colon, utili-
zando agentes clarificantes, para incrementar la resolución de las estructuras 
en profundidad.

• Diseñar e implementar un protocolo de registro para capturar la mucosa com-
pleta del colon utilizando microscopia láser confocal.

• Establecer datos cuantitativos de variables morfológicas y moleculares, que 
posibiliten identificar en los volúmenes completos de la mucosa del colon, los 
diferentes estadios de la patología tumoral.

Los objetivos planteados fueron cumplidos prácticamente en su totalidad, dado que 
pudimos implementar una metodología para cuantificar la mucosa del colon en tres 
dimensiones. Dicha cuantificación fue realizada sobre la mucosa del colon normal y 
en distintos puntos de avance de la patología. Se lograron establecer datos cuantitati-
vos que permitieron identificar los estadios tempranos de la patología. Se trabajó con 
diferentes técnicas de microscopía y protocolos de cuantificación y visualización tridi-
mensional. Los protocolos de clarificación no funcionaron correctamente, sobre todo 
en las muestras patológicas, por lo que no se pudo trabajar con la mucosa completa. 

INTRODUCCION

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

Entre diferentes herramientas de diagnóstico temprano, varias técnicas de micros-
copia se están posicionando como alternativas mínimamente invasivas, de evaluación 
rápida, relativamente económicas y de alto valor diagnóstico [3-7]. Entre los métodos 
de microscopia se pueden citar, la detección de fluorescencia endógena tisular o au-
tofluorescencia [8, 9] por desconvolución digital o microscopia láser confocal. Y las 
técnicas de óptica no lineal que permiten analizar la alteración estructural del tejido 
sin necesidad de marcar el mismo [6, 7]. De igual importancia, es el diseño de modelos 
experimentales que permitan seguir la evolución de diversas variables moleculares 
del cáncer colorrectal in vitro e in vivo. Por ello, es cada vez más importante registrar 
microscópicamente e interpretar efectos producidos en la progresión del cáncer y me-
tástasis, tales como cambios de arquitectura y el patrón de señales fluorescentes.

La visualización microscópica del intestino en condiciones normales y patológicas 
es esencial para comprender la fisiología y desarrollar herramientas de detección y 
diagnóstico para enfermedades intestinales [10]. Entre las tecnologías de imágenes 
disponibles, la microscopía láser confocal genera una imagen 2D nítida en el plano de 
enfoque y gracias al barrido del láser en el eje z, se obtendrá una serie de secciones 
ópticas 2D a diferentes profundidades en la muestra, lo que permite la construcción 
final de una imagen 3D de elevada resolución [11]. 
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Desde hace años, nuestro grupo, viene estudiando, desarrollando, implementando y 
utilizando la microscopia de desconvolución digital, al estudio de especímenes bioló-
gicos de gran espesor [9, 12-15], con el objetivo de obtener imágenes tridimensionales 
y cuantitativas de gran resolución. 

En el presente trabajo se aplicó una metodología que combina: extracción de la 
mucosa completa, visualización por microscopia láser confocal (MLC) y cuantificación 
volumétrica de variables morfológicas y moleculares, que posibilite resolución celular 
y subcelular. La metodología se analizó siguiendo el desarrollo del cáncer de colorrec-
tal (CCR) murino, por inducción química con azoximetano y el agente proinflamatorio 
sulfato de dextrano sódico. Este sistema experimental presenta características simila-
res a las desarrolladas en el ser humano, es razonablemente reproducible y permite re-
conocer el estadio de desarrollo del cáncer, así como cambios morfológicos tempranos 
característicos, como son los pólipos y los focos de criptas aberrantes [5, 16].

El trabajo desarrollado aporta a mejorar los procedimientos para la detección de 
neoplasias en estadios más tempranos. Una mejor comprensión de las propiedades 
tisulares tanto en estado fisiológico como patológico, podría contribuir, en un futuro, a 
la introducción de modificaciones en los diseños de sistemas basados en diagnóstico 
óptico. 

METODOLOGÍA

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 óptimas en el bioterio de la FI-UNER, el cual fue acondicionado para tal fin. La 
temperatura ambiente fue mantenida a 25 ºC 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 ratón 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 dislocación cervical, e in-
mediatamente, los intestinos fueron removidos y procesados para su visualización. La 
totalidad de los experimentos fueron realizados siguiendo las pautas  establecidas en 
la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio [17] y en la ley Nº 14346 sobre 
malos tratos y actos de crueldad a los animales.

El CCR fue inducido a través de la aplicación intraperitoneal de Azoximetano (AOM), 
un derivado de la 1,2-dimetilhidrazina, seguido de la administración por vía oral de 
sulfato de sodio dextrano (SSD). Se aplicó el protocolo [16, 18, 19] con leves modifica-
ciones. Los ratones fueron inyectados al día 0 del experimento con una dosis intrape-
ritoneal de 10 mg/kg de AOM (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA). La 
solución madre de AOM fue preparada a una concentración de 50 mg/ml en solución 
fisiológica. Ésta fue fraccionada en tubos Eppendorf que fueron almacenados a -20 ºC 
hasta su empleo. La solución a inyectar fue preparada a una concentración final de 
1,25 mg/ml, permitiendo administrar la dosis indicada, en volúmenes relativamente 
pequeños (en ningún caso se emplearon volúmenes superiores a 250 µl).

Una semana después de la inyección con AOM, los animales fueron tratados vía oral 
durante 7 días 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 día de la inyección, 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 solución fisiológica.

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

Tal como lo indican los recuadros azules de la Figura 2, los sacrificios por dislocación 
cervical fueron llevados a cabo durante el día 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 disección. Realizando una incisión 
abdominal e identificado el ciego, se extrajo el intestino grueso y se disecó el colon 
distal (Figura 3). Éste se colocó en una placa de Petri con solución salina tamponada 
con fosfato (PBS 1X), se le retiró la materia fecal y se lo abrió en sentido longitudinal. 
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Todo el procedimiento se realizó sobre una cama de hielo para bajar la temperatura.
El procedimiento completo se realizó por duplicado. 

Figura 3. Procedimiento de disección y análisis macroscópico del colon distal. Imágenes ilustrativas de un animal y 
de 4 colon distal  para cada instante de tiempo.

Microscopia laser confocal y cuantificación 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 
ópticas cada una de ellas separadas en 1 µm (figura 5); utilizando la lente objetiva de 
20X y AN 0,75 y el láser argón de 514 nm.  

Figura 4: Microscopio laser confocal LSM880 (Carls Zeiss) ubicado en el Laboratorio de Microscopía Aplicada a 
Estudios Moleculares y Celulares (LAMAE)
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Figura 5: Imagen 3D (512 x 512 x 80µm) de la mucosa fresca del colon murino normal. Visión ortogonal de 80 
secciones ópticas separadas 1 µm entre sí. De las vistas XZ y YZ se puede observar que la señal de aufluorescencia 

disminuye considerablemente por debajo de las 60 µm de profundidad. 

Como se puede ver en la imagen, se obtuvo una visualización clara de los orificios 
de las criptas y una profundidad de penetración de 80 µm. Si bien con el microscopio 
laser confocal se logró penetrar más (80 µm) que con el microscopio de fluorescencia 
convencional (50 µm), no obstante se observa de los cortes ortogonales que no se ob-
tiene buena señal en las últimas secciones del volumen. Comparando entonces, pode-
mos concluir que el microscopio laser confocal permite obtener imágenes con señal/
contraste más definido (permitiendo definir claramente las luces de las criptas de la 
mucosa) y se logra una definición en profundidad similar (aproximadamente entre 50 
µm a 60 µm).  

Definido los parámetros de adquisición, se obtuvieron los volúmenes para los dis-
tintos puntos de muestreo día 1 (tiempo 0), segunda (2da), cuarta (4ta) y octava (8va) 
semana. Sobre cada uno de estos volúmenes se definió un protocolo de segmentación 
y cuantificación 2D y 3D. Los mismos se pueden aplicar tanto para los volúmenes del 
microscopio convencional como para los obtenidos con el microscopio laser confocal. 

Segmentación
Se desarrolló un método de segmentación específico para los conjuntos de imáge-

nes de ambos estudios experimentales con el objetivo de obtener el mayor número de 
fosas del conjunto de datos completo. Aun así, en el método propuesto se introdujeron 
algunos pasos alternativos basados en una característica visualmente notable del te-
jido epitelial de la cripta: imágenes en las cuales las fosas se encuentran delimitadas 
claramente por la emisión de autofluorescencia circundante y aquellas cuyas fosas no 
poseen la misma característica. El establecimiento de estas variaciones definió al mé-
todo de segmentación con dos vías alternativas, que fueron seleccionadas y aplicadas 
a cada imagen 3D después de una evaluación visual de la misma a juzgar por la repre-
sentación de las fosas observadas en ella.
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Para simplificar las siguientes referencias, serán 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 configuración de parámetros e imágenes 
ejemplo para cada una de las dos opciones mencionadas.

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

Cuantificación 
Las imágenes procesadas según lo especificado en la sección anterior fueron uti-

lizadas en la etapa de cuantificación morfológica en la cual se obtuvieron medidas 
geométricas y de forma de las fosas de las criptas presentes en el volumen tratado. Di-
chos parámetros fueron seleccionados examinando las características que usualmente 
tienen en cuenta los patólogos que estudian la histopatología del tejido colorrectal en 
busca de signos de displasia, como criptas alargadas o ramificadas, grupos de criptas o 
criptas de tamaño anormal, contornos irregulares, entre otras.

Se desarrollaron las macros necesarias para la implementación de las metodologías 
propuestas tanto para cuantificaciones 2D como 3D, cuyas etapas de procesamiento se 
encuentran esquematizadas en la Figura 8.
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Figura 7: Metodología de segmentación
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Figura 8: Metodología de cuantificación morfológica 

Microscopia del tiempo de vida de la fluorescencia y cuantificación metabólica 

Utilizando el mismo microscopio confocal se realizó la técnica de imágenes del 
tiempo de vida de la fluorescencia. Para ello, de los sistemas láseres que posee el equi-
po, dos de ellos se pueden configurar como pulsados. Para este estudio se trabajó con 
el láser de 405 nm. 

El tiempo de vida de la fluorescencia es una propiedad de la fluorescencia que des-
cribe el tiempo en que un fluoróforo en estado excitado vuelve a su estado fundamen-
tal, y la microscopía de tiempo de vida de la fluorescencia (FLIM) es una técnica que 
utiliza su tiempo de vida para generar imágenes resueltas en el espacio, proveyendo 
otra dimensión de información para visualizar fluoróforos y otra fuente de contraste 
para generar imágenes [20]. 

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

El NAD(P)H y FAD son fluoróforos 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 metabólico [22]. Estas coenzimas se encuen-
tran en el citoplasma celular, pero con la particularidad de que pueden estar libres o 
ligadas a proteínas, lo cual afecta al tiempo de vida de la fluorescencia. El NAD(P)H 
ligado a proteínas, tiene un tiempo de vida mayor que el NAD(P)H libre, mientras que el 
FAD ligado a proteínas, tiene un tiempo de vida menor al FAD libre [22]. La proporción 
entre NAD(P)H libre y ligado, y entre FAD libre y ligado varía según el metabolismo. En 
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las células normales predomina la fosforilación oxidativa, mientras que en las células 
neoplásicas predomina la glicólisis reductiva, por lo cual la proporción 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-
gún:

Sin embargo, esa expresión es válida para cada tipo de fluoróforo 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 rápida (menor tiempo de vida), mientras 
que  y  corresponden a la componente lenta. Para el caso de NAD(P)H la componente 
rápida es el libre, mientas que la componente lenta es el ligado. Para el caso del FAD 
es lo opuesto, la componente rápida 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 aproximación bi-expoencial para el NAD(P)H y FAD 

A partir del modelo bi-exponenical, además de los parámetros explícitos, surgen di-
ferentes parámetros potenciales para discriminar entre células normales y patológicas. 
Entre ellos se destaca:

• Relación de amplitudes : este parámetro representa la relación entre las dos 
componentes ligadas y libres.

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

• Relación Redox basado en el tiempo de vida de la fluorescencia: este pará-
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 módulo de FLIM, cuyos detectores y esquema puede verse 
en la figura 10. En (a) marcados en rojo están los detectores de FLIM Zeiss Big 2. Se trata 
de dos detectores ultra rápidos, que permite la visualización de dos canales simultá-
neos. En (b) se observa el recorrido de la luz láser en azul, que pasa por el cabezal 
confocal, llega a la muestra, se produce la fluorescencia, retorna al cabezal confocal y 
es dirigida al módulo 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 así 
tener información 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 únicos correla-
cionados en el tiempo (TCSCP), controlado por el Módulo 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 láser, que surge de los láseres diodo, de tipo pulsado, que ingresa al cabezal confocal, llega a la 
muestra, y de allí surge la señal fluorescente graficada en verde, que retorna al cabezal confocal y se dirige a los 

dos detectores de FLIM marcados en rojo.

Adquisición y procesamiento de las imágenes de la mucosa murina por FLIM
Para los experimentos de este trabajo, se realizaron dos tipos de adquisiciones. Por 

un lado, se tiene la adquisición de imágenes de FLIM, y adquisiciones de imágenes con-
focales, que sirven principalmente como referencias para observar la morfología de las 
criptas colónicas. Previo al inicio de los experimentos, se realizó una serie de pruebas 
para seleccionar los parámetros y configuración óptima para la adquisición de las imá-
genes. Los principales son la selección de la lente y el láser.

Con respecto a la lente, tanto para FLIM como para las imágenes confocales, se 
optó 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 morfología y entorno celular. Con 
respecto a los láseres, para el caso de FLIM, si bien el equipamiento permite realizarlo 
con el láser de 405 [nm] y el de 440[nm] se optó solo por utilizar el de láser de 405[nm].
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Por cada muestra montada en el microscopio (se tomó una muestra por ratón), 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 rápidos 
a través de microscopía confocal, con el objetivo de encontrar un campo que permitan 
visualizar de manera adecuada una gran cantidad de criptas colónicas. Para ello, se 
configura el láser 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 máxima veloci-
dad de escaneo a baja resolución. 

Una vez encontrado el campo óptimo, el siguiente paso es realizar la adquisición de 
FLIM. Para ello, se configuró el láser de 405[nm] de manera pulsada, con una frecuencia 
de repetición de pulsos de 50 [MHz]. Se selecciona el cubo de filtros 2, donde en el ca-
nal 1 se recolecta información del NAD(P)H + FAD (principalmente NAD(P)H) mientras 
que en el canal 2 se recolecta información solo del FAD. Para iniciar la adquisición 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-
mitía recolectar una gran cantidad de fotones por píxel, mejorando la fiabilidad de los 
resultados, sin extender demasiado el tiempo de adquisición. El tamaño de la imagen 
de FLIM resultante es de 512x512 píxeles, adquirida con una resolución temporal de 20 
[ps], debido a los 1024 canales temporales que provee el hardware del equipo.

Cuantificación de los tiempos de vida de la fluorescencia
Cada una de las imágenes FLIM adquiridas de 512x512 píxeles, se dividió en cuatro 

imágenes de 256x256 píxeles y a través del software SPCImage se generó una máscara 
o ROI (región de interés) que encierra cada una de las criptas, dejando afuera la lámina 
propia, en la cual no hay presencia de NAD(P)H y FAD. Tanto la división de las imágenes 
como las máscaras pueden observarse en la figura 11. El software SPCImage se con-
figura para que calcule los parámetros de FLIM con una aproximación bi-exponencial 
(debido a que tanto NAD(P)H y FAD pueden estar libres o ligados). Una vez calculado, 
se obtienen los parámetros de interés  t1, t2, tm , A1, A2 de ambos canales, donde el canal 
1 tiene información del NAD(P)H y el canal 2 tiene información del FAD. El software 
calcula estos parámetros para cada uno de los píxeles de la imagen, sin importar la 
división en cuadrantes previa, ni los ROI generados, por lo que se exportan como varias 
matrices (una matriz por cada parámetro) de 512x512.

Para solucionar este problema, como la información 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 parámetros, se las divide en los 4 cuadrantes, generando 4 matrices de 
256x256 por imagen, y se calcula el valor promedio de los píxeles que se encuentran 
dentro de las máscaras. Por lo tanto, por cada imagen adquirida, se obtiene 4 valores 
por parámetro, que representa el promedio obtenido dentro de cada cuadrante. En 
promedio, cada uno de los cuadrantes tiene unos 20.000 píxeles que se encuentran 
dentro del ROI, por lo que, con la totalidad de las imágenes, se tienen más de 3.500.000 
píxeles cuantificados.
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Figura 11: Imagen de ejemplo donde se observa la división en 4 campos de 256x256 y se visualizan las máscaras 
aplicadas. En colores se ven las criptas (una en (c)) y en gris y blanco  la lámina propia (L.P.). Barra de escala = 50 

[µm]. 
RESULTADOS

Cuantificación y caracterización morfológica 3D
El conjunto de datos arrojados por las cuantificaciones morfológicas 3D se resume 

en los cuadros 1 y 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, elongación, planitud e irregularidad. Cada estudio 
experimental considera un total de 247 y 897 fosas 3D, contando con 22 y 191, 9 y 138, 
105 y 469, 111 y 99 objetos de interés de tiempo cero y 2da, 4ta y 8va semanas de tra-
tamiento con AOM/DSS. 

Por otro lado, los gráficos de barras de las figuras 12 a 14 exponen la variación de 
cada parámetro, utilizando la media y desviación estándar. A su vez, se indican las di-
ferencias estadísticamente significativas halladas entre diferentes puntos muestrales 
para una misma variable en análisis.

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. Al igual que en el análisis 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 inducción del CCR en la 2da semana. En particular, la 
esfericidad y compactibilidad disminuyen con la progresión del tiempo desde el co-
mienzo del tratamiento, generalmente acompañado de un incremento de variabilidad 
morfológica. La elongación y planitud, presentan medianas similares en tiempo cero 
y 2da semana, alterándose con posterioridad, disminuyendo e incrementándose, res-
pectivamente. Por último, 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: cuantificación 3D: Descriptores geométricos

Cuadro 2: cuantificación 3D: Descriptores de forma 

El cotejo de análisis estadísticos de la media de cada parámetro, considerando a 
ambos estudios experimentales, halló 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 estadísticamente signi-
ficativas exceptuando a tiempo cero y 2da semana. Por otro lado, todos los parámetros 
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: Representación de la media y desviación estándar 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: Representación de la media y desviación estándar 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: Representación de la media y desviación estándar de irregularidad (A, B), elongación (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 segmentación, identificando 
a las representaciones caracterizadas, para un volumen de cada punto muestral. En 
cada caso, A y  B presentan vistas superior e inferior de la imagen 3D, señalando en rojo 
a las fosas segmentadas y cuantificadas, mientras que C las extrae, añadiendo en ce-
leste información sobre centroides. D determina en azul cuáles son las fosas incluidas 
en la caracterización, y E enseña seis de ellas acompañadas de sus respectivos datos 
cuantitativos.

 

Figura 15: Volumen de tiempo cero con representaciones de segmentación (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas 
segmentadas y centroides), identificación de fosas incluidas en la caracterización (D) y ejemplificaciones (E, donde 

V: volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongación, P: planitud).
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Figura 16: Volumen de 2da semana con representaciones de segmentación (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas 
segmentadas y centroides), identificación de fosas incluidas en la caracterización (D) y ejemplificaciones (E, donde 

V: volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongación, P: planitud).
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Figura 17: Volumen de 4ta semana con representaciones de segmentación (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas 
segmentadas y centroides), identificación de fosas incluidas en la caracterización (D) y ejemplificaciones (E, donde 

V: volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongación, P: planitud).
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Figura 18: Volumen de 8ta semana con representaciones de segmentación (A-B: vistas superior e inferior, C: fosas 
segmentadas y centroides), identificación de fosas incluidas en la caracterización (D) y ejemplificaciones (E, donde 

V: volumen, S: superficie. Es: esfericidad, C: compactibilidad, I: irregularidad, El: elongación, 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 morfológicos ob-
servables. En complemento con la información cuantitativa obtenida y análisis reali-
zados, se definieron las siguientes particularidades que caracterizarían a las fosas 3D:

• la forma es similar entre las no patológicas y las de 2da semana en tratamien-
to, aunque estas últimas presentarían 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,

• durante y posteriormente a la 4ta semana, su configuración se altera significa-
tivamente, con posibilidad de incrementar su grosor y elongación 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 orientación de las fosas.

Figura 19: Representaciones 3D de fosas para cada punto de tiempo, seleccionadas a partir de imágenes 3D perte-
necientes a seccionamientos ópticos y/o muestras diferentes.
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Cuantificación metabólica
Uno de los datos más importantes a tener en cuenta es que, tanto las imágenes con-

focales como las de FLIM fueron obtenidas utilizando el mismo láser, el mismo sistema 
de escaneo, la misma lente, etc. Lo único que se cambió fueron los detectores, ya que 
para la técnica de FLIM se requieren detectores especiales, sin embargo, estos detec-
tores son completamente compatibles con la microscopía confocal, por lo cual, con el 
mismo hardware, es posible obtener muchísima información de una sola adquisición. 
Incluso, puede verse que en todas las imágenes de FLIM, la morfología de las criptas y 
sus luces sigue siendo apreciable, aun cuando no fue el objetivo obtener imágenes de 
FLIM en las que se obtenga una buena información morfológica. 

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

   

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

En la figura 21 se observa el diagrama de cajas para el parámetro FLIRR, el cual es 
máximo para las muestras de control y disminuye a medida que pasan las semanas y el 
tejido se vuelve más patológico.
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Figura 21: Diagrama de cajas del parámetro de FLIRR.

Para el parámetro FLIRR el ANOVA arrojó un p-value de 1x10−10 < 0.05 con un tama-
ño de efecto grande de 0.7 > 0.14. Estos valores permitieron rechazar H0, por lo cual 
se realizó la prueba de Tukey donde los resultados se observan en la tabla 2. En esta 
prueba se encontró que el parámetro 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 sí, por lo que este parámetro es un buen indicador para 
diferenciar entre tejido fisiológico y patológico, pero no entre las muestras patológicas 
para estas semanas.

Tabla 2. Resultados prueba Tukey para FLIRR

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Análisis morfológico 3D
La cuantificación, caracterización morfológica 3D y análisis estadísticos, establecie-

ron que los segmentos de fosas de las criptas de Lieberkühn estudiadas, de aproxima-
damente 60 μm, presentarían mayor nivel de similitud en las etapas de tiempo cero 
y 2da semana de tratamiento. Sólo en dos (volumen e irregularidad) de los siete des-
criptores se hallaron diferencias significativas entre ambos puntos, y sólo en uno de los 
estudios experimentales. Con el transcurso del tiempo de tratamiento la variabilidad 
morfológica aumenta, ya que el comportamiento general observado en las magnitudes 
de esfericidad, compactibilidad, elongación 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 relación entre los patrones de orificios de las criptas de Lieberkühn y la configu-
ración 3D de las fosas se estableció y correlacionó mediante inspecciones visuales y 
mediciones de ancho y largo, reportadas en algunos artículos de investigación científi-
ca [24, 25]. Escasos informes proponen algoritmos para la obtención de mediciones 3D 
relacionadas al tamaño y forma de las fosas o criptas [26, 27]. De los estudios computa-
cionales, Qi et al. [26] desarrollaron un algoritmo de cuantificación morfológica 3D uti-
lizando imágenes de coloendoscopia de magnificación y OCT sobre muestras norma-
les, adyacentes a cáncer pero con aparente normalidad, y malignas. La metodología de 
medición extrae el área, 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 cuantificación final es originada a partir del conjunto de datos 
de cada orificio segmentado, siempre que su extensión a lo largo de la mucosa sea 
mayor a 60 μm. En base a ese concepto, el área no sería un parámetro directamente 
comparable al considerar un promedio de áreas de los orificios a lo largo de la cripta 
en su totalidad. Los parámetros restantes, excentricidad, solidez y rectitud, establecen 
que las representaciones normales serian menos irregulares en su superficie externa, 
más rectas y probablemente más circulares en el plano XY (si todas las estructuras 
analizadas tienen extensiones similares) que las consideradas neoplásicas. A su vez, 
la distorsión en la orientación de las criptas malignas sería aún más 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 μm de biopsias de regiones normales, en transición y 
patológicas a partir de un reducido número de pacientes. Se observó que los valores 
medios referentes tanto a criptas como lúmenes se incrementan con la transformación 
de la mucosa de normal a patológica. Sin embargo, el aumento entre transiciones de 
regiones es menor para las cuantificaciones de criptas que de lúmenes. Los datos de-
notan grandes variaciones entre muestras de diferentes pacientes como del mismo, 
incluso en las clasificadas como normales.

Hasta este punto, la interpretación de las mediciones 3D realizadas conjetura que 
las fosas de control, al tener menor volumen que lo supuesto, serían más estrechas que 
el modelo. Sin embargo, los valores de superficies similares indicarían que presentarían 
mayor irregularidad en su contorno, lo que podría afectar su planitud o rectitud. El tra-
tamiento con AOM/DSS afecta inmediatamente el volumen de la fosa pero la superfi-
cie comenzaría a alterarse posteriormente, alcanzando sus máximos en la 4ta semana. 
En cuanto a la elongación, su magnitud se incrementa cuando el área del orifico se re-
duce en el plano XY y también puede aumentar o disminuir según la irregularidad de la 
morfología de la forma. Para fosas extremadamente elongadas en el plano XY, el valor 
disminuye debido a la reducción 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 neoplásicas. 
Por último, las fosas no neoplásicas se asocian a valores de irregularidad y planitud 
cercanos a 1, ya que sus volúmenes deberían ser similares al volumen del elipsoide 
de mejor ajuste y deberían contar con una superficie lisa y estar orientadas en línea 
recta. Ambos valores disminuyen y aumentan, respectivamente, con el incremento de 
la irregularidad de la superficie en las representaciones neoplásicas. Nuevamente, las 
fosas de la 4ta y 8va semanas presentaron una superficie más rugosa y también fue-
ron menos rectas como podría anticiparse en la transición de la etapa no neoplásica 
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a la neoplásica. Finalmente, los valores de los parámetros cuantificados en las etapas 
avanzadas de la patología pueden deberse a la variación estructural de una fosa o a la 
cuantificación de dos o más 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 artículos 
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 más tubulares, menos rugosas y más rectas que las de los puntos de 
tratamiento posteriores. Por lo tanto, pueden estar asociadas a fosas norma-
les o no neoplásicas, mientras que las de etapas posteriores pueden estar re-
lacionados con adenomas o incluso criptas cancerosas.

• A excepción de la irregularidad, todos los parámetros tienen diferencias es-
tadísticamente significativas entre el grupo de control y las fosas de la 4ta 
semana. Durante y posteriormente a este punto, la configuración de las fosas 
se altera significativamente, con posibilidad de incrementar su grosor y elon-
gación 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 orientación de las fosas.

• Sabiendo que la orientación de las criptas cambia con la progresión de la 
enfermedad [26], las estructuras de las criptas adyacentes a las regiones tu-
morales, o las de displasia temprana, tienden a variar en tamaño en el campo 
de visión, agrandándose, y a menudo elongándose y/o presentando bordes 
dentados en el plano de visualización [28]. Además, los lúmenes de las criptas 
aberrantes a veces aparecen en forma de hendidura, con incremento de sus 
dimensiones e irregularidad, y con orientaciones menos paralelas entre sí [26]. 

• De esta forma, se podría 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 área de los ori-
ficios, así como de la reducción de rectitud.

Al suponer que los principales cambios morfológicos comienzan después de la 2da 
semana, considerando la relevancia de la 4ta semana en la transformación morfológi-
ca descripta, debería evaluarse la posibilidad de redefinir los puntos temporales para 
el análisis. A los fines de hallar características en etapas tempranas de la progresión 
del CCR, podría incluirse una etapa intermedia entre la 2da y 4ta semana, concluyendo 
el estudio en este punto.

Análisis metabólico

Con respecto a la microscopia del tiempo de vida de la fluorescencia FLIM, el obje-
tivo general del trabajo fue analizar si esta microscopía puede ser utilizada como una 
herramienta de diagnóstico temprano de cáncer colorrectal. En los últimos años, se co-
menzó a ver una tendencia hacia el uso de la fluorescencia como técnica de diagnós-
tico de muchas patologías. Principalmente se destaca el uso de la autofluorescencia, 
ya que permite tener un método de diagnóstico in vivo, no invasivo, que brinda mucha 
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información de los tejidos, morfología celular, concentración iónica intracelular, con-
tenido lipídico, 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 información, 
hizo que se comiencen a buscar otras características de la misma como alternativa. 
Entre algunas de estas características, surgió 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 diagnóstico de múltiples patologías [20]. 

Como se mencionó, hay distintas aplicaciones para la técnica de FLIM. Para el pre-
sente trabajo, resultó de gran interés la caracterización de tejidos a partir de su au-
tofluorescencia, utilizada por ejemplo para detección de anomalías, como es el caso 
del cáncer. En este caso, una de las características más interesantes es la variación del 
metabolismo en células neoplásicas 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 proteínas. 
En células patológicas, aumenta el contenido de NAD(P)H libre respecto a NAD(P)H 
ligado a proteínas, como también aumenta el contenido de FAD ligado a proteínas, res-
pecto al FAD libre. Como a través de FLIM, es posible identificar de la proporción entre 
estas coenzimas libres y ligadas a proteínas, su medición también permite identificar 
entre tejido normal y patológico [22].

Por otro lado, tanto el NAD(P)H como el FAD forman pares redox, pero con una ca-
racterística 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 neoplásicas predomina la glucolisis reductiva, 
respecto de la fosforilación 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 así poder diferenciar tejidos normales de patológicos. Sin embargo, 
las limitaciones de la fluorescencia antes mencionadas provocó que los resultados no 
sean concluyentes. 

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

A partir del análisis de los resultados obtenidos, puede verse que hay varios pará-
metros que permiten diferenciar entre tejido fisiológico y patológico. Entre ellos, se en-
cuentra los parámetros a1[%] y a2[%] (lo cual es lógico ya que a2[%]=100 - a1[%], por lo 
que son parámetros dependientes) tanto para el NAD(P)H como para el FAD, teniendo 
una mejor resolución para identificar el tipo de tejido para el caso del NAD(P)H, ya que 
en los parámetros p-Tukey entre el control y las semanas son más pequeños, indicando 
mayor diferencia entre sus medias. 



Ciencia Docencia y Tecnología - Suplemento | Nº18    | Año XV | 2025    |     28

L. Erbes, et al.  |  Reconstrucción óptica tridimensional de la mucosa murina con resolución celular. Utilidad para la evaluación del cáncer colorrectal

Por otro lado, otro parámetro que permite identificar entre tejido fisiológico y pa-
tológico es a1/a2 , tanto para el NAD(P)H y el FAD, pero nuevamente considerando que 
a2=1 - a1[%]  (en este caso son valores absolutos y no relativos), se tiene que la relación  

, por lo cual nuevamente es dependiente del parámetro a1, por lo que es 
lógico sea un buen para identificar el tipo de tejido. Sin embargo, el mejor parámetro 
que permite identificar entre tejido fisiológico y patológico es FLIRR , ya que permite 
que las medias entre el las muestras de control y cada una de las semanas difieren más, 
lo cual puede observarse tanto en los diagramas de cajas de la figura 21 y en los pa-
rámetros de Tukey, ya que para este parámetro los valores de p-Tukey son más chicos. 

El parámetro FLIRR resulta muy interesante, ya que es el único que utiliza informa-
ción tanto del NAD(P)H ligado a proteínas como del FAD ligado a proteínas. Además, 
se demostró que a medida que la evoluciona la patología, al menos hasta la semana 
6 luego de la inducción, la proporción de NAD(P)H ligado a proteínas disminuye (se 
encuentra en el numerador de la expresión de FLIRR y la proporción de FAD ligado a 
proteínas aumenta (se encuentra en el numerador de la expresión de FLIRR, por lo que 
ambos efectos se suman, generando una mejor resolución para la identificación del 
tipo de tejido.

En otros tejidos, se ha demostrado que la relación redox o FLIRR permite identificar 
tejido cancerígeno de tejido normal, como es en el caso de Jo et al, donde analizan la 
técnica de FLIM como posible técnica de diagnóstico de cáncer oral [30]. En este tra-
bajo, realizaron FLIM en biopsias de tejido normal, lesiones benignas y carcinoma en 
estadío inicial, y encontraron que no hay diferencias significativas entre FLIRR para el 
tejido normal respecto de las lesiones benignas, pero este parámetro 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 pulmón, donde se utilizó 
el parámetro de FLIRR para comparar entre tejido normal y carcinoma de pulmón, 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 utilizó FLIM para analizar el cáncer de 
pulmón. En este caso, reportaron el parámetro tm disminuye en el tejido cancerígeno, 
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 estadío 
de la patología. En el presente trabajo, se centró en el estadío temprano, y se encontró, 
que, en una primera instancia, tanto para NAD(P)H como para FAD, el parámetro tm, 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 así coincida con los resultados encontrados por Wang et al [31]. 

A partir de toda la información reunida a lo largo del desarrollo del presente traba-
jo, ya sea desde la búsqueda bibliográfica como de los resultados propios obtenidos, 
podemos concluir que la microscopía de tiempo de vida de la fluorescencia es una 
potencial técnica para el diagnóstico temprano de cáncer colorrectal. 

Resumiendo, la metodología propuesta permitió cuantificar cambios morfológicos y 
metabólicos, producidos en tejidos no patológicos y patológicos derivados de la imple-
mentación de un modelo murino de inducción de CCR a partir de ciclos de AOM/DSS. 
Los objetivos establecidos inicialmente fueron alcanzados, y en conjunto, condujeron 
a la verificación de la hipótesis formulada. Dicha hipótesis conjeturó que la morfología 
3D de las fosas de las criptas de Lieberkühn y el metabolismo de la mucosa de colon 
presentan diferencias entre muestras de tejido epitelial patológico y no patológico, 
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como también entre las etapas de progresión del CCR, y su verificación fue llevada a 
cabo ante la particularidad de la reconstrucción de un segmento de las fosas y no de 
su volumen total.

A partir de los resultados morfológicos 2D y 3D obtenidos, y análisis estadísticos 
asociados, se caracterizó la morfología de los orificios de las fosas y de un segmento 
de las mismas. En ambas situaciones, 2D y 3D, se logró definir a la 4ta semana como el 
punto de tiempo en el cual, en las condiciones del modelo utilizado, se manifestarían 
la mayoría de los cambios de forma en los orificios/fosas. Además, la caracterización 
3D posibilitó asociar a las fosas de diferentes instantes de tiempo a lúmenes de criptas 
normales, no neoplásica o neoplásicas. 
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