OBTENCION DE IMAGENES IN VITRO POR FLUORESCENCIA
USANDO PUNTOS DE CARBONO COMO AGENTES DE
CONTRASTE MEDIANTE LA UTILIZACION DEL CYTATION 3

Maria M. Marquez Sosa

Trabajo Dirigido

Tutores
Diana C. Rodriguez Burbano, PhD.
Omar E. Olarte Pataquiva, PhD.

ESCUELA
COLOMBIANA
DE INGENIERIA
JULIO GARAVITO

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
ESCUELA COLOMBIANA DE INGENIERIA JULIO GARAVITO
PROGRAMA DE INGENIERIA BIOMEDICA
BOGOTA D.C
2021



Agradecimientos

Agradezco a Dios y la Virgen de Guadalupe por guiarme en todo momento de mi vida.

A mi familia, que siempre me apoya y acompana, en especial, a mis padres Jenny y
Agustin... "Nacimos del mismo drbol y aunque nuestras ramas crezcan en diferente direccion,
siempre nos unirdn nuestras raices .

A mis amigos, fueron grandes momentos con ustedes, los suefos se cumplen y esta, es
nuestra mayor muestra de ello.

Al equipo que tuve en el desarrollo de esta investigacion por toda su colaboracién, a
los profesores Omar Olarte y Alvaro Orjuela, a mis compafieros y a los técnicos, asi como
también al laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario.

A mi tutora, Diana Rodriguez y al profesor Alejandro Ondo; los aprendizajes, ensenanzas,
consejos, ideas y momentos junto a ustedes los llevaré siempre conmigo, jGracias!

A la profesora Sandra Cancino: todo lo que podria decirle lo resumiré en dos palabras,
iGracias totales!

Por ltimo, les quiero agradecer a todos los profesores de la Universidad del Rosario y la
Universidad Escuela Colombiana de Ingenieria Julio Garavito por sus ensenanzas y carifio a
lo largo de mi vida universitaria.

“El aprendizaje es un proceso que solo tiene sentido ante situaciones de cambio. Por eso,
aprender es en parte saber adaptarse a esas novedades .

Jean Piaget



Resumen

Durante los dltimos anos, las técnologias de imégenes médicas se han desarrollado e im-
plementado como herramientas de gran importancia para uso diagnodstico y terapettico en
el area biomédica. Al centrarnos en la regién visible del espectro electromagnético se en-
cuentran las imagenes por fluorescencia, las cuales abarcan una parte muy importante de la
investigacion clinica, en especial, en el trabajo celular por el uso de fluordsforos endégenos y
exbgenos como agentes de contraste. Entre los fluoréforos exdgenos se encuentran los puntos
de carbono, los cuales exhiben excelentes propiedades fisico-quimicas y 6pticas utilizadas am-
pliamente en trabajo celular. En la gama de equipos que pueden ser utilizados en esta técnica
se encuentran los lectores multimodales, calibrados primordialmente para la identificacién y
uso con fluéforos comerciales, més no para nanomaterial particulado, tal es el caso del equipo
Biotek, Cytation 3, el cual actualmente es utilizado a diario en la Universidad del Rosario
en trabajo celular. En la presente investigaciéon se tuvo como objetivo obtener imagenes in
vitro por fluorescencia utilizando puntos de carbono como agentes de contraste y asi sentar
bases para futuros estudios usando unidades méas complejas. La metodologia propuesta abarca
la sintesis y caracterizacion de puntos de carbono, fijaciéon en agarosa para evitar su movi-
miento, obtencién de las imagenes en el Cytation y por ultimo el procesamiento de dichas
imagenes. Teniendo como resultado principal imagenes variando la concentraciéon de puntos
de carbono desde 1 pug/ml hasta 500 ug/ml y las condiciones para la captura de las imagenes
en el Software Genb; incluyendo los pardmetros de longitud focal, intensidad del LED, tiempo
de integracién y ganancia de la camara.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del Problema

Las tecnologias de imagenes médicas (Medical imaging - MI) han emergido como una
herramienta poderosa para visualizar, caracterizar y cuantificar procesos fisiolégicos y patolé-
gicos directa o indirectamente, en el ambito bioquimico, biolégico, diagnéstico y terapéutico
[1]. Los enfoques clinicos aprobados y comtinmente utilizados abarcan técnicas avanzadas de
imagen tales como la tomografia computarizada (Computed Tomography - CT), la tomografia
por emisién de positrones (Positron Emission Tomography - PET), la resonancia magnética
nuclear (Magnetic Renonanse Imaging - MRI) y las imagenes por fluorescencia éptica (Optical
Imaging - OI) para detectar la distribucién espacio-temporal de dichos procesos [1]. Una de
las principales diferencias de estas tecnologias es la fuente de energia utilizada para el proceso
de formacién de imagenes.

Al utilizar radiacion electromagnética como fuente de energia, centrandose en la region
visible del espectro electromagnético, se encuentran las imégenes por fluorescencia, estas son
adquiridas por métodos no invasivos de alta resolucién fundamentados en la excitacion de
moléculas y/o particulas fluorescentes (conocidas como fluoréforos) [2] con el fin de visualizar
detalles morfolégicos a nivel subcelular [3].

Algunos sistemas moleculares poseen la capacidad de emitir luz, fenémeno conocido como
luminiscencia. Dentro de esta, encontramos la fluorescencia, la cual se describe como un
proceso de interaccion entre la radiacién y la materia en donde un material absorbe radiacion
de alta energia proveniente de una fuente especifica e inmediatamente emite luz cuya energia
es menor (mayor longitud de onda)[4][5].

La microscopia de fluorescencia, es un método de imagenes por fluorescencia que utiliza
equipos con un conjunto de filtros 6pticos conectados entre si, en la que un rayo incidente de
una determinada longitud de onda es absorbido por los fluoréforos que responden emitiendo
otra luz. Este método es una herramienta muy importante para la investigacién cientifica, ya
que se pueden alcanzar altos niveles de sensibilidad y resolucién microscépica, permitiendo
una mejor apreciacién de los especimenes [6].

Dentro de las técnicas de diagnéstico basadas en el analisis de la fluorescencia, se utilizan
distintos tipos de fluoréforos [7], ya sean endégenos o exdgenos [8][9]. Los primeros, represen-
tan la forma ideal, en donde la luz se utiliza para excitar los fluoréforos que naturalmente
poseen los tejidos ( “autofluorescencia ™) [10]. Sin embargo, al incrementar la complejidad del
cuerpo, la emisién en conjunto de todas las especies endogenas dificulta la identificacion sin-



gular de cada una, debido a la combinacién de las propiedades de absorcién y emision en la
regién Ultravioleta-Visible (UV-Vis) del espectro electromagnético [10][11], motivo por el cual
se necesita utilizar fluoréforos exdégenos con emisiones o tiempos de vida fluorescente en la
longitud de onda donde se minimicen dichas propiedades [12].

Existen varios fluoréforos exégenos comercialmente disponibles, los cuales difieren en sus
propiedades Opticas [12] y en donde se busca principalmente biocompatibilidad y selectivi-
dad [13]. En este tipo de materiales, se han demostrado deficiencias relacionadas a su baja
fotoestabilidad, propiedades estructurales y citotoxicidad, tal es el caso del Cy5.5, Texas Red,
Rhodamine 6G y la fluoresceina [14].

En los tltimos anos se ha estudiado la utilizacién de nanoparticulas (NP) en este a&mbito.
Las NP, definidas como particulas con un tamano en el rango de 10-1000nm [15], logran
producir una amplia gama de efectos Opticos para una variedad de aplicaciones simplemente
manipulando su forma, tamano y funcionalidad de superficie por diferentes medios [16] [17].
Los puntos de carbono (PC) son un tipo de NP, los cuales estén compuestos principalmente de
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno [18], en donde se exhibe una alta fotoestabilidad [19],
biodeteccién, biocompatibilidad, baja citotoxicidad [20][21] y excelentes propiedades Opticas
de fluorescencia [22], mejorando asi las limitaciones de otros fluoréforos disponibles.

En general, las propiedades de los PC dependen en gran medida de los precursores, para-
metros de reacciéon y ruta de sintesis que se utilice. Estos se pueden disenar y adaptar para
abarcar los rayos UV a las regiones del infrarrojo cercano del espectro electromagnético. Ade-
mas, pueden exhibir propiedades fluorescentes que son dependientes de la longitud de onda
de excitacion, lo que implica que la longitud de onda de excitacién varia de alta energia (UV)
a mas baja energia (visible o infrarrojo cercano) y, la emision se desplaza al rojo y viceversa
[18]. Dicha propiedad ha desencadenado nuevos campos de estudios en deteccién, bioimagen,
optoelectrénica, bioterapia, catalisis y medicina [9][23]. En consecuencia, convierten a los PC
en un vehiculo para el bioetiquetado y la formacion de imagenes por fluorescencia al actuar
como agentes de contraste, convertiéndolos en una base sélida para diagnosticos [24][25]]26].

Existen una gran cantidad de equipos que son utilizados en imédgenes por fluorescencia,
tal es el caso de los microscopios confocales, los cuales a diferencia de los microscopios de
fluorescencia convencionales, emplean ldser como fuente de luz, [27] por lo que se obtienen
imdgenes con mayor nitidez, contraste y resolucién [28]. Su desventaja principal radica en
su disponibilidad limitada y su alto costo de utilizacién. De la misma forma, se encuentran,
los lectores de placas multimodales, donde, ademés de fluorescencia pueden detectarse otras
aplicaciones como la absorbancia [29]. El equipo Cytation 3 es un ejemplo de estos, el cual
combina microscopia digital automatizada, deteccién de microplacas convencional, captura de
imégenes en campo claro, campo claro a color, contraste de fases y fluorescencia [30].

Actualmente, se dispone del equipo Biotek Cytation 3 en el laboratorio de Bioquimica de
la Universidad del Rosario. En este, se conocen las condiciones para los fluoréforos comercia-
les de identificacion de componentes subcelulares mas no estd calibrado para nanomaterial
particulado. Por lo cual y teniendo en cuenta las bases anteriormente explicadas, la presente
investigacion busca desarrollar un protocolo de captacién de iméagenes in vitro por fluores-
cencia utilizando puntos de carbono con el fin de sentar bases para futuros estudios en los
ambitos de deteccién, diagnodstico y terapéutico utilizando unidades mas complejas, en las que
se puede destacar el uso de células.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo General

= Determinar las condiciones del equipo Cytation 3 para la obtencién de imagenes in vitro
por fluorescencia usando puntos de carbono como agentes de contraste.

1.2.2. Objetivos Especificos

1. Sintetizar puntos de carbono con diferentes propiedades épticas de fluorescencia.
2. Caracterizar las propiedades épticas de los puntos de carbono sintetizados.

3. Captar en funcién de la concentracién imagenes de los puntos de carbono en el equipo
Cytation 3.

4. Segmentar los puntos de carbono en las imagenes obtenidas.



1.3 Organizacion del documento

En este documento se presentan 6 capitulos principales. En el primer capitulo se describe
el planteamiento del problema, el cual busca plantear bases orientadas a la obtencién de
imagenes in vitro for fluorescencia utilizando puntos de carbono como agentes de contraste
mediante la utilizaciéon del lector multimodal Cytation 3 y posteriormente se plantean los
objetivos que abarcaran dicha problemaética.

El segundo capitulo corresponde al estado del arte, en donde se establecen las bases tedricas
necesarias para entender y/o explicar la problemética planteada. En este se describen las
tecnologias de imagenes médicas: formacién de las imagenes, fuentes de energia, se hace énfasis
en las imagenes por fluorescencia éptica, definicion de fluorescencia y usos de los fluor6foros
en microscopia de fluorescencia. Seguido a esto, la utilizacién de PC, definicién y métodos de
sintesis, equipos utilizados para captar imagenes por fluorescencia, uso de lectores de placas
multimodales y en especial, el Cytation. Por ltimo, se presentan bases de procesamiento de
imagenes digitales, enfocadas al tratamiento lineal, por medio de histogramas, y no lineal, por
medio de operadores morfolégicos.

En el tercer capitulo se presenta la metodologia implementada para el desarrollo de la
investigacion: procedimientos de sintesis de PC por microondas, purificacién, pruebas de ca-
racterizacion, fijacion de los PC en agarosa de bajo punto de fusién, obtenciéon de imagenes
in vitro por fluorescencia en el Cytation 3 y procesamiento de las imagenes.

En el cuarto capitulo se presentan los resultados obtenidos y la discusién de los mismos,
seguido por la conclusiones a las que se llegd en base a estos.

Por tdltimo, en el capitulo seis se plantean trabajos futuros que pueden desarrollarse como
resultado de esta investigacién.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

En el presente capitulo se expone la perspectiva tedrica necesaria para entender la proble-
matica abarcada por la investigacion.

2.1 Imagenes cientificas

Una imagen puede ser definida como una funcién bidimensional (2-D) f(z,y), donde z y y
representan coordenadas espaciales y, la amplitud de f se conoce como la intensidad o nivel
de gris para cualquier par de coordenadas (z,y) de la imagen en dicho punto. Cuando los
valores de z, y y la intensidad f son cantidades discretas, se conoce como Imagen Digital
[31]. Cada imagen estd compuesta por un nimero finito de pizeles, los cuales son un elemento
con una ubicacién e intensidad especifica [32].

Existen diversos tipos de imagenes, que brindan informacién diferente sobre el drea en
investigacion [33], tal es el caso de las imagenes cientificas. Estas se producen dentro de una
disciplina cientifica con un propésito netamente dirigido hacia las ciencias, donde dentro de
las ciencias naturales se encuentran las imagenes médicas [34].

2.1.1. Formacién de Imagenes

Fuente de energia

L )
z \
= /N

Objeto Cémara Imagen/Sensor

Figura 2.1: Elementos bésicos en la formacion de imagenes [35]



En general, se tienen cuatro elementos en la formacién de imagenes (Figura 2.1): El prime-
ro es una fuente de energia la cual es irradiada hacia la escena principal donde se encuentran
los objetos de interés, posteriormente, la radiaciéon es reflejada o absorbida por dichos ob-
jetos hacia un elemento, conocido como cdmara, la cual se encarga de preparar o modificar
esta radiacién para proyectar la imagen en uno o més sensores encargados de traducir dicha
informacién y proporcionar la imagen digital [31][35].

Existe diversidad de fuentes de energia, las cuales son elegidas de modo que se extraiga
la informacién buscada en el entorno: Energia actstica, basada en ondas mecénicas que se
transmiten en un medio, siendo el caso mas utilizado el ultrasonido, energia cinética en forma
de haces de particulas, energia mecanica en barrido por contacto y energia electromagnética
[35].

El enfoque de la presente investigacién abarca la energia electromagnética, en esta fuente
se encuentran ondas transversales creadas como resultado de las vibraciones entre un campo
eléctrico de magnitud E y un campo magnético de magnitud M (Figura 2.2) [35]. Dichas ondas
son perpendiculares entre si y pueden ser descritas en términos de su longitud de onda (\),
frecuencia (v) o energia (E). La longitud de onda y la frecuencia estén relacionadas por la
ecuacién 2.1 [31].

A= (2.1)

Donde ¢ es una constante determinada por las propiedades del medio en el que la onda
estd en movimiento, en este caso, es la velocidad de la luz (2,998 - 1082).

Campo
eléctrico

Longitud de
onda
T
Direccién

de
propagacion

magnético

Figura 2.2: Representacion esquematica de las ondas electromagnéticas [35]

Adicionalmente, la energia de las ondas electromagnéticas estd dada por la ecuacion 2.2

E=h-v (2.2)

Donde h es la constante de Planck (6,626 - 10734 - s).

El espectro electromagnético, en general, es la forma de clasificar y ordenar las ondas
electromagnéticas de acuerdo a sus diferentes longitudes de onda y frecuencias (Figura 2.3).

Las ondas electromagnéticas se pueden considerar como ondas sinusoidales propagadas con
una longitud de onda A, o como una corriente de particulas sin masa, las cuales se mueven
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Figura 2.3: Espectro electromagnético [35]

en un patrén ondulado a la velocidad de la luz. Cada una de estas particulas es portadora de
energia electromagnética, llamada fotones [31].

Tal como se observa en la expresion 2.2 la energia es proporcional a la frecuencia, asi como
también, siguiendo la expresién 2.1 la frecuencia es inversamente proporcional a la longitud
de onda, por tanto, las frecuencias mas altas transportan mas energia por fotén [31].

En la presente investigacion se tuvo como enfoque el espectro visible (400 - 700 nm),
especificamente en las imdgenes por fluorescencia optica, las cuales no son utilizadas para un
sistema tan complejo como lo es el ser humano, pero sus aplicaciones abarcan estudios clinicos
desde organismos pequenos (animales) hasta componentes subcelulares.

2.1.2. Imagenes médicas

Las imédgenes médicas se refieren a métodos que visualizan de forma no invasiva procesos
biolégicos en tiempo real [36], abarcando desde la parte macro (ej. estructuras y 6rganos)
hasta la escala celular y subcelular (ej. células, proteinas y ADN), con el fin de visualizar,
caracterizar, diagnosticar, monitorear o tratar procesos fisiolégicos y/o patolégicos [1].

A diferencia de las imagenes fotograficas en las que se utilizan cdmaras para capturar la
intensidad de la luz y/o el color de los objetos, cada tecnologia médica utiliza un conjunto
diferente de sensores para captar la informacién anatémica y funcional sobre la estructura
en estudio [32]. En la actualidad al momento de su representacién, un gran porcentaje de
imégenes médicas son digitales, utilizadas en nivel de gris o en color [31].

Los enfoques clinicos cominmente utilizados abarcan técnicas avanzadas de imagen tales
como la tomograffa computarizada (CT), la tomografia por emisién de positrones (PET),
la resonancia magnética nuclear (MRI) y las imagenes por fluorescencia éptica (OI), estas
han demostrado permitir la visualizacién de diferentes fenémenos in vivo, tal es el caso de la
biodistribucién de los sistemas terapéuticos [37], la administracién de farmacos [38][39] y las
plataformas con enfoque teranéstico (combinacién terapia-diagnéstico) [40][41][42].

Adicionalmente, en los tltimos anos, con el incremento de la interaccién entre la biologia
molecular y las tecnologias de imagenes médicas se ha llevado al diseno de un ntimero creciente
de nanosensores para muchos iones y metabolitos, a causa de que al expresarse o incorporarse
en las células, estas se vuelven auto-informativas para el metabolito en cuestion [36].
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Tabla 2.1: Caracteristicas de las modalidades clinicas de imagenes [43][44][31]

, , , Resolucién
. Formacion Caracteristicas Agentes de Profundidad . o o .
Modalidad ) . ., | (tamafio | Sensibilidad | Aplicaciones | Desventajas
de Imégenes principales contraste de penetracion
del voxel)
Utiliza campos magnéticos (0.5-7 T )
: » : ° : d( ) Anatomfa,
ara polarizar los nicleos de A ,
p. /p ) Versatilidad, alto patologfa,
hidrogeno de las moléculas de agua .
. confraste, , . metabolismo, | - .
.| en tejidos humanos. . Particulas de dxido ) .| No compatible
Resonancia . concentracion de . iy intercambio .
o Se coloca al paciente en un ) . e hierro, gadolinio, » con pacientes
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poderoso iman y pasa ondas, del o ferritina, proteinas No hay limite. | <1-3mm’ | Moderada L con implanes,
Nuclear Y caracterizacion del . ,, ‘ fisiologfa, )
rango de radio del espectro . ) ricas en lisina, . presencia de
(MRI) L ) microambiente, ) funcin, o
electromagnético, a través del cuerpo | protamina. . ., | muido actistico.
. seguimiento celular a intervencion,
del individuo en pulsos cortos. Cada .
. corto y mediano plazo. celular y
pulso hace que se emita un pulso de ’
. molecular.
respuesta por los tejidos.
Las imagenes son producidas a
.| través de la deteccion de isotopos | Proliferacion de injertos, Metabolismo, .
Tomografia L ) ) a1 . .y Radiacion
o emisin radiactivos que emiten positrones | viahilidad tisular, F-fluorodesoxighucosa fisiologfa, orizante
P ) a medida que se desintegran. imagenes longitudinales (FDG), 18-F-0-guanina. | No hay limite. | 35 mm® | Alta funcion .
de positrones - . . , : etiquetas
Cuando un positrén encuentra un | en serie y posibilidades (FHBG), FDOPA. celular y o
(PET) , ) L ' ! biopeligrosas.
electrdn, ambos son destruidos y | de diferenciacion. molecular.
se emmiten rayos gamma.
. Metabolismo, | Radiacion
Tomografia | ., . , . . o, .
.., | Tecnica e tomograffa que utiliza e Radioisotopos: fisiologfa, fonizante,
por emision Distribucin de células ‘ - 3 ., L
, . | rayos gamma para detectar sondas | . Te-99m, NIS, No hay limite. | -5 mm Alta funcion seguimiento
de foton tinico | 7. inyectadas. ) ’
‘ radiactivas. ’ receptores de dopamina, celular y celular a muy
(SPECT) ! ’
molecular. | corto plazo.
La tomografia utiliza un anllo de
detectores que rodean un individuo
Rayos X | v giran alrededor del mismo y una Anatomia, -
’ . ’ . , Radiacion
y fuente de rayos X. Emparejamiento . . patologla, .
o ) . ) ‘ Microcapsulas de bario, - 3 . ' | lonzante,
Tomografia | Los rayos atraviesan el objeto y se | multimodal con PET, , Nohay lmite. | <lmm® | Alta intervencion
, nanoparticulas de oro. 10 recomendable
computarizada | recogen en el extremo opuesto por | SPECT. vascular, o0t stare
(CT) | los detectores del anillo. Este biopsias. J
procedimiento se repite cada vez
(que la fuente va girando.
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- Proporciona imgenes , Anatomfa, | de la resolucion
Las imdgenes son generadas por log . . Dependiente ) .
. . en tiempo real, menor Microcapsulas, . patologla, | espacial y
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. v 1o utiliza radiacion ¥ liposomas. . vascular, penetracin,
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limitado.




2.1.3. Imagenes multimodales

Las imagenes multimodales se refieren a la produccién simultanea de sefiales para més de
una técnica de formacién de imagenes [45].

Existe una gran cantidad de equipos para la obtencién de imagenes de estructuras a nivel
microscépico, tal es el caso de los lectores de placas multimodales, en los que se puede detectar
absorbancia y fluorescencia [29] los cuales seran ejemplificados en la seccién 2.3.

En la obtencién de imagenes multimodal, se tiene la necesidad de combinar informa-
cién morfofuncional, esto puede abordarse adquiriendo imédgenes asincrénicas y fusionandolas
mediante técnicas de manipulacion de imagenes digitales o adquiriendo simultaneamente imé-
genes (sincroénicas) y fusiondndolas autométicamente [46]. Estas imdgenes permiten examinar
mas de un fluoréforo a la vez, de modo que los eventos celulares se puedan examinar simulté-
neamente o se pueda seguir la progresion de estos eventos en tiempo real [45][44].

Entre las técnicas comtinmente usadas y aprobadas de imagenes multimodales en el &mbito
médico se pueden destacar el MRI, SPECT, PET, CT y ultrasonido, tal como se explica en
la tabla 2.1.

2.2 Fluorescencia

La fluorescencia es un mecanismo de interaccién entre la radiacién UV-Vis y la materia
en el cual un material absorbe radiacién de alta energia proveniente de una fuente especifica
e inmediatamente emite luz cuya energia es menor (mayor longitud de onda)[4][5].

Estados excitados de energia

S1 x \ =

-~

Absorcion Fluorescencia

Energia

SO Estado basal

Figura 2.4: Diagrama de Jablonski [4]

Este fenémeno puede ser explicado mediante el diagrama de Jablonski (Figura 2.4), este
explica que: los electrones de las moléculas se encuentran en su estado basal (S0), al ser
irradiadas con fotones de luz, pasan a un estado de excitacién (S1) con un mayor contenido
de energia. En este estado, se mantienen un tiempo determinado en el cual las moléculas
interaccionan con su entorno y sufren cambios conformacionales. Como consecuencia de esto,
la energia se disipa creando un estado de menor energia (S1’) [4][5] y se emite un fotén de luz
de menor energia (mayor longitud de onda) generando el efecto de fluorescencia.
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En general, presenta ventajas en técnicas como la microscopia, al tener la posibilidad
de incorporar moléculas fluorescentes a muestras, de tal forma que solo estas sean vistas
en el microscopio, o en otros casos, afiadir varios tipos de moléculas, los cuales pueden ser
distinguidos al variar la longitud de onda de excitacién [5].

2.2.1. Iméagenes por Fluorescencia Optica

Las imégenes por fluorescencia, son un método no invasivo de alta resoluciéon que implica la
formacién de imagenes con fotones fluorescentes. Este consiste en la excitaciéon de fluordforos
[2] utilizando luz con una longitud de onda especifica (de mayor energia) a las propiedades de
absorcién de estas especies [47] y la fluorescencia emitida (de menor energia) es detectada por
una camara con dispositivo de carga acoplada; con el fin de visualizar detalles morfolégicos
con resolucién a nivel subcelular [3].

Existen diversas ramas de esta técnica tales como: la microscopia de fluorescencia, mi-
croscopia confocal, citometria de flujo y clasificacién celular, las cuales han demostrado tener
una amplia cantidad de aplicaciones en estudios metabdlicos, diagnoésticos cardiovasculares,
oftalmolégicos y oncoldgicos [48][31].

En la microscopia confocal, se emplea laser como fuente de luz con el fin de obtener in-
tensidades muy altas [27], lo cual permite captar imdgenes con mayor nitidez, contraste y
resolucién [28]. La desventaja principal de esta modalidad radica en su disponibilidad limi-
tada y su alto costo de utilizacién [5]. Por lo cual, se busca emplear métodos més simples y
accesibles, como la microscopia de fluorescencia.

2.2.2. Microscopia de Fluorescencia

En la microscopia de fluorescencia, se utilizan equipos con un conjunto de filtros épticos
conectados entre si [49], tal como se observa en la figura 2.5: Comienza con un filtro de
excitacion el cual se encarga de seleccionar las longitudes de onda para excitar los fluéroforos
de la muestra, luego el divisor de haz dicroico refleja la luz en la banda de excitacién y la
transmite a la banda de emisién y por ultimo, el filtro de emision deja pasar solo las longitudes
de onda de interés emitidas por el fluoréforo [50][51].

P filtro de emision
c—/

espejo dicroico _,//

filtro de excitacion

objetivo

espécimen

Figura 2.5: Esquema bésico del microscopio de fluorescencia [6]
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2.2.3. Fluordforos

Un fluoréforo es una molécula o parte de ella, que emite fluorescencia después de ser
excitada por medio de irradiacién de radiacién electromagnética [7].

La o6ptica aplicada a la biomedicina y/o bioingenieria requiere del estudio de la interaccién
radiacion electromagnética-tejido biolégico. Desde el punto de vista Optico, los tejidos se
pueden definir como medios turbios multicapa, es decir, presentan, ademés de absorcion,
esparcimiento, reflexion, transmision y otros fenémenos que condicionan la propagacion de la
radiacién [52].

Dentro de las técnicas de diagnéstico basadas en el analisis de la fluorescencia, se utilizan
distintos tipos de fluoré6foros [7], ya sean end6genos o exégenos [8][9]. Los primeros, representan
la forma ideal, en donde la luz se utiliza para excitar los fluoréforos que naturalmente poseen
los tejidos ( “autofluorescencia™) [10], brindando la posibilidad de obtener informacién sin
necesidad de utilizar otros biomarcadores [53]. Ejemplos de estas moléculas son la melanina,
aminoacidos como la tirosina, proteinas como el coldgeno, la elastina, vitaminas y lipidos
[71[53].

Al incrementar la complejidad del cuerpo, la emisién en conjunto de todas las especies
endégenas dificulta la identificacién singular de cada una, debido a la combinacién de las
propiedades de absorcién y emisién en la regién Ultravioleta-Visible (UV-Vis) del espectro
electromagnético [10][11], motivo por el cual se necesita utilizar fluoréforos exdgenos con
emisiones o tiempos de vida fluorescente que se puedan distinguir claramente en la ventana
éptica de transparencia bioldgica (Figura 2.6) [12].
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Figura 2.6: Ventana éptica. Coeficiente de absorcion de los componentes méas relevantes de un
tejido bioldgico tipico [11]

Existen varios fluoréforos exégenos comercialmente disponibles, los cuales difieren en sus
propiedades 6pticas [12]. En este tipo de materiales, se ha demostrado que existen desventa-
jas y deficiencias relacionadas a su baja fotoestabilidad, resultando en una respuesta Optica
reducida [54]. Ademads, carecen de propiedades estructurales para construir un sistema que
imparta funcionalidades multimodales (localizacién, diagndstico y terapéutico) sin afectar sus
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propiedades épticas [55]. A su vez, se han reportado fluoréforos citotdxicos tales como el
Cy5.5, Texas Red, Rhodamine 6G y la fluoresceina [14].

En los tltimos afios se ha estudiado la utilizacién de nanoparticulas (NP) en este dmbito.
Las NP, son particulas con un tamano en el rango de 10-1000nm [15], dentro de las que por
su amplia gama de efectos Opticos, funcionalizacion, tamafio y forma se destacan los puntos
de carbono [16][17].

2.3 Puntos de Carbono

Los puntos de carbono (PC) son nanoparticulas de carbono descubiertas por primera vez
en 2004, durante la purificacién de nanotubos de carbono de pared simple [56]. Estos estédn
compuestos principalmente de carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, aunque su composi-
ci6én exacta se adapta de acuerdo con la composicién quimica de los precursores [18].

Los puntos de carbono son ampliamente utilizados por sus propiedades, estos exhiben una
alta fotoestabilidad, buena biodetecciéon, biocompatibilidad, fotoluminiscencia; todas estas
dependen en gran medida de los precursores, pardmetros de reaccién y ruta de sintesis que se
utilice [19].

2.3.1. Meétodos de sintesis de puntos de carbono

Top-down

Material a granel

A

@ @ Pokvos
A 4

@@@@ Nanocristales
*

@% Clusters

*

:.LtDIIIIIJS

. Bottom-up
Figura 2.7: Métodos de sintesis de nanoparticulas [57]

Generalmente, la sintesis de PC puede clasificarse en dos estrategias principales tal como se
observa en la figura 2.7: métodos ascendentes (bottom-up) y descendentes (top-down) [58]. Los
métodos bottom-up forman PC por pequenos precursores moleculares, incluidos materiales
de fuente de carbono y agentes de pasivacion [59]. Alternativamente, en las técnicas top-down
los PC producidos se forman o rompen a partir de grandes recursos renovables, como leche
de soja, zumo de naranja, huevos, capullo de seda, entre otros [59][60].
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El calentamiento por microondas es un método rapido y efectivo de formaciéon de nano-
particulas, partiendo de un precursor molecular, que permite aumentar la energia cinética de
la reaccién hasta en dos érdenes de magnitud [57].

2.3.2. Utilizaciéon de Puntos de Carbono como agentes de contraste

Los PC son una alternativa interesante y particular en el bioetiquetado de componentes
celulares, particularmente debido a la ausencia de cualquier metal en su composicién [26].

Sin embargo, es de suma importancia considerar aspectos especificos para asegurarse de la
fluorescencia brillante y visible de los PC: sintesis de alta calidad con distribucién de tamafio
de pequena, emision estrecha y sintonizable, comprender el origen de la fluorescencia y utilizar
este conocimiento para preparar los PC, explotar la quimica de la superficie y su aplicacion
como agentes de contraste en focalizacién subcelular, para asi entender una gran cantidad de
procesos intracelulares [26].

En ensayos celulares, los PC deben ser de tamafio pequefio (preferiblemente <10 nm), para
asi poder entrar facilmente en la célula e interactuar con un compartimento bioquimico espe-
cifico. Una ventaja de la utilizacion de PC en este ambito es la posibilidad de funcionalizarlos
para apuntar a diferentes componentes intracelulares y sustancias quimicas o biomoléculas en
su trabajo como sondas [26]. En los tltimos afios se han sintetizado y funcionalizado una gran
cantidad de PC con este fin tal como se muestra en la tabla 2.2.

Tabla 2.2: Puntos de carbono utilizados como agentes de contraste en ensayos celulares [26]

Precursores Biomolécula conjugada | Tamaio Funcionalizacién Referencias

Monitoreo de la actividad
Polvo de carbon activado Dopamina 25nm | de la tirosinasa Chai et al. (2015)

y deteccion de inhibidores
Acido citrico-etilendiamina Loca/l@mon de secuencias <10 nm | Ntcleo celular Yang et al. (2015)

de péptidos
fcido hialuréni Identificacién de tumores,
oo Ha TOMCO, Acido hialurénico 2-3nm | imagenes intracelulares | Zhang et al. (2017)

polietilenimina ramificada ) .

y liberacion de genes
. N iculas de sili
Acido citrico-etilendiamina anoparticulas de sflca 200 nm | Estado redox Liu et al. (2015)

INesOpOrosas

G e Lo . o Wu et al. (2017);
Acido citrico-polietilenimina Derivados de morfolina 2-6nm | Lisosoma Prabhakar et al. (2017)
m-fenilendiamina-L-cisteina Protoporfirina IX 25nm | Nicleo, nucléolo Hua et al. (2018)
Etanol Hidroetidina — Superdxido Gao et al. (2014)
o-fenilendiamina — — Lisina (52051 1g7,)W., Duan, W., et al.
Alginato-triptéfano Complejacion con Cu’4 | — Histidina Zhu et al. (2016)
G . .| Nanohojas y nanoflores de ., He et al. (2015); Jiao et al.
Acido citrico-urea / rojo neutro-trietilamina M0, Glutation (2019)

2.4 Lectores de placas multimodales

Los lectores de placas multimodales son equipos que combinan técnicas de imagenes, tal es
el caso del equipo Cytation 3, el cual combina microscopia digital automatizada y detecciéon
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de microplacas convencional [30].

Diversos estudios han utilizado imagenes multimodales con nanotecnologia: tal es el caso
de las imagenes de fluorescencia NIR (Near-infrared) simultdneas, imégenes basadas en SERS
(Surface Enhanced Raman spectroscopy) que utilizan nanotubos de oro [61], imagenes de
tomografia y resonancia magnética de manera simultanea en ratones con hepatoma utilizando
oro y 6xido de hierro [62] y por ultimo, en modo triple, imagenes de resonancia magnética,
imégenes fotoacusticas (PAI) y fluorescencia in wvivo utilizando nanoparticulas de 6xido de
hierro y grafeno [63].

2.4.1. Cytation

Figura 2.8: Equipo Cytation 3 [64]
Este lector multimodal incluye los siguientes modos [64]:
» Espectroscopia de intensidad de fluorescencia (FT).
» Polarizacién de fluorescencia (FP).
» Espectroscopia de fluorescencia en tiempo retardado (TRF).
» Luminiscencia.
» Absorbancia UV-Visible.
= Formacién de Imégenes.

Este equipo es un instrumento modular, con 3 partes: el médulo de éptica monocromatica,
el médulo de filtros épticos y el médulo de imagenes (Figura 2.9). En los filtros épticos se
encuentran filtros de excitacién y emision para obtener mediciones de fluorescencia. El filtro de
excitacion selecciona la banda de luz a la que estard expuesta la muestra y el filtro de emisiéon
selecciona la banda de luz con la maxima senal de fluorescencia de la muestra que serda medida
por el tubo fotomultiplicador. En general, puede realizar lecturas usando un filtro de cubo o un
monocromador. El sistema con el monocromador, tiene sondas superior e inferior y se utiliza
para absorbancia, intensidad de fluorescencia y exploraciones de luminiscencia espectral, este
tiene también una ldmpara de xenén que permite realizar mediciones de luz UV y visible [64].
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Figura 2.9: Optica Modular del Cytation [65]

El sistema de imagenes admite lecturas de fluorescencia basadas filtros LED y un lector
de campo brillante, este puede utilizar hasta cuatro cubos LED y cuatro cubos de filtro y
dos objetivos. Al obtener las imagenes estas pasan al software Genbd con el cual se tiene
comunicacién para la configuraciéon de dichos objetivos [64], para su posterior operacion,
incluida la reduccién y el andlisis de datos [64].

Al momento de utilizar los cubos LED, es imperativo conocer la diferencia entre el es-
pectro de excitacién, el cual muestra la intensidad fluorescente observada en funcién de
la longitud de onda de excitacién , a una longitud de onda de emisién fija y el espectro de
emision, donde se observa la intensidad de la emision fluorescente en funcién de la longitud
de onda de emisién, con una longitud de onda de excitacién fija [4].

Los cubos LED mas utilizados en el Cytation son el DAPI, GFP y RFP, los cuales tal
como se observa en la tabla 2.3, en sus propiedades de excitacién y emisiéon abarcan una gran
parte de la regién visible del espectro electromagnético.

Tabla 2.3: Rangos de excitacién y emisién de los cubos LED utilizados en el Cytation [66]

Cubo LED | Excitacién | Emision
DAPI 377/50 447/60
GFP 469/35 525/39
RFP 531/40 593/40

En general, la captura comienza con el ajuste de parametros relacionados al enfoque de la
imagen y el ajuste y exposicién del LED, los cuales son:

= Longitud Focal: También conocido como distancia focal, es la distancia 6ptica expresada
en um desde el punto en donde los rayos convergen hasta formar una imagen de un objeto
para el sensor en el plano focal de la cAmara [67].

» Intensidad del LED (U. Arb.): Grado de fuerza con el que se manifiesta la fuente LED
[68].

» Tiempo de integraciéon (ms): Tiempo en el cual los pixeles acumulan luz [69)].
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» Ganancia (U. Arb.): factor que convierte el nimero de fotoelectrones capturados al
captar la imagen en el valor numérico que toma cada pixel y que determina su nivel de
brillo [70].

Este equipo ha sido empleado en la adquisiciéon de imagenes con fluoréforos exégenos co-
mercialmente disponibles, tal es el caso de imégenes de la expresiéon de ARN [71], donde se
utilizé6 Hoeschst, CY-3 y el CY-5. Permitiendo mediante la combinacién de lector de imége-
nes y las sondas de ARN fluorescentes, obtener informacién cuantitativa y cualitativa de la
respuesta in vivo de células HeLa en respuesta a estimulos externos. El objetivo de la presente
investigacion fue calibrar el equipo para su utilizacién en la captacién de imagenes con otros
tipos de fluoréforos, como lo son los puntos de carbono.

2.5 Procesamiento de Imagenes Digitales

Los métodos matematicos y las técnicas computacionales utilizadas en el procesamiento
de imdgenes digitales dependen en general de la naturaleza de las mismas [72][73]. En los
enfoques de estos procedimientos se encuentran:

» Lineal: Abarca métodos basados en teorias reversibles bastante desarrolladas [72]. En
este enfoque se encuentran los filtros en el dominio espacial y en el dominio de la
frecuencia [31].

= Estadistico: Dependiendo de su orden: Analizan pixeles en forma simple, cominmente
bajo el andlisis de la distribucién de las intensidades de pixeles de una imagen, extraidos
del histograma de la misma, también estudian propiedades de pares de pixeles (como
la matriz de coocurrencia) y secuencias de niveles de gris (como la matriz de longitudes
de secuencia de niveles de grises) [72] [74].

s Fisico-Matematico: Considera las imagenes digitales como un conjunto espacial de
pixeles cuyas posiciones y niveles de gris pueden ser asociadas, bajo ciertas hipdtesis,
con variables fisicas relacionadas mediante un modelo fisico-matematico que resulte
util para el procesamiento [72]. En estos se destacan los contornos activos y el espacio
escalado [31].

= Morfologia Matematica: De naturaleza no lineal, fundamentada en la teoria de con-
juntos y reticulos algebraicos [75]. Su objetivo es obtener informacién de las formas
y geometria de los objetos de interés en una imagen. Es un enfoque constructivo y
gratificado, ya que partiendo de elementos estructurantes y de las operaciones bésicas
de dualidad, erosién y dilatacién morfolégica se deducen operaciones adicionales que
permiten ampliar su alcance [72].

En la presente investigacion se tuvo como enfoque el analisis estadistico del histograma y la
morfologia matematica para la correcta visualizacién de imagenes, explicadas en las secciones
posteriores.
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2.5.1. Histograma de una Imagen

El histograma de una imagen es la representacién y /o distribucién de todos los pixeles que
la conforman. Con niveles de intensidad en el rango [0,L-1] es una funcién discreta h(ry) = ng,
donde 7y, es el k-ésima valor de intensidad y nj es la cantidad de pixeles en la imagen con
intensidad r, [31].

La manipulacion del histograma es una herramienta fundamental en procesamiento de
imagenes, su forma estd intrinsecamente relacionada a la apariencia de la imagen [73] y permite
analizar diversas particularidades, tal es el caso del contraste, tipo de distribucién (si los pixeles
estdn homogéneamente distribuidos) y tipo de fondo [31][75].

(a) Imagen oscura (b) Imagen clara (¢) Imagen con bajo con- (d) Imagen con alto con-
traste traste
‘I ’ ‘I ’

0 01 o2 03 0s 05 o6 o7 o8 05 1 0 o1 02 03 04 05 o6 o7 o8 05 1 0 01 o2 03 0s 05 o6 o7 o8 05 1 o a1 02 03 04 05 05 o7 o8 09

Figura 2.10: Ejemplificacién de los cambios en el histograma de una imagen y su apariencia
(Imagen original [76])

En la figura 2.10 se muestra una misma imagen con cuatro caracteristicas basicas de
intensidad: “oscuro”, "claro”, bajo contraste y alto contraste; asi como también sus respectivos
histogramas. En la imagen oscura (Figura 2.10a) el histograma estd concentrado hacia el
extremo izquierdo, correspondiente a los niveles de intensidad més cercanos al negro. Del
mismo modo, la segunda imagen (Figura 2.10b), correspondiente a “claro™, la mayor cantidad
de pixeles estd hacia el extremo superior, indicando niveles de gris mas claros. Del mismo
modo, al centrarse en el contraste, una imagen con nivel alto, tendra un histograma abarcando
una gran parte de los niveles de intensidad, tal como se muestra en Figura 2.10d, al contrario,
al tener un nivel bajo de contraste (Figura 2.10c), los pixeles tipicamente se concentran en un
area pequenia al centro de la escala de intensidad [31].

El histograma en aplicaciones como microscopia de fluorescencia es de suma importancia
al momento de captar imagenes, usualmente los programas computacionales utilizados por
los microscopios muestran los histogramas pertenecientes a la imagen a obtener, si en estos se
observa saturacion, significa que se esta perdiendo informacién importante y detalles por una
focalizacién incorrecta. En la figura 2.11 se observa un ejemplo del histograma de una imagen
con pixeles saturados.
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Figura 2.11: Ejemplificacién de la saturacién en el histograma [77]

2.5.2. Operadores Morfolégicos

El procesamiento de imagenes morfologicas es un tipo de procesamiento en el que la forma
espacial o la estructura de los objetos de una imagen son modificados [73]. Su objetivo central
es extraer las posibles estructuras geométricas relevantes de una imagen, considerandola como
un subconjunto del plano R? o de Z2, mediante un sondeo con otro conjunto denominado
elemento estructurante (SE), cuya geometr’ia y tamafio dependen de la informacién que se
desee obtener en la imagen inicial [31][72]. Las expresiones morfolégicas se escriben en términos
de elementos estructurantes y un conjunto, A, de pixeles de primer plano, o en términos de
elementos estructurantes y una imagen, I, que contiene A [31].

En general, los operadores morfologicos tienen aplicaciones méds amplias que tinicamente
segmentacion, también son funcionales en el filtrado, clasificacién, medicién, reconocimiento
de patrones y andlisis de texturas [75]. En esta técnica se destacan la dilatacion y erosién
morfolégica, con la primera de estas un objeto crece uniformemente en extensién espacial,
mientras que con la erosién un objeto se encoge uniformemente [73].

2.5.2.1 Erosion

Con A y B como conjuntos en Z2, la erosién se define como:
AeB={z:B,C A} (2.3)

donde A es un conjunto de pixeles de primer plano, B es un elemento estructurante y las
z son valores de primer plano (unos) [31]. El resultado de la erosién es un conjunto de puntos
z € R" tales que B esta propiamente contenido en A cuando su centro se coloca en z [72].

2.5.2.2 Dilatacion

Con A y B como conjuntos en Z2, la dilatacién se define como:

AeoB={z:B.nA+0} (2.4)

Esta ecuacion se basa en reflejar B sobre su origen y trasladar la reflexién por z, como en
erosién. La dilatacién de A por B entonces es un conjunto de puntos z € R™, tales que los
elementos de primer plano de B se superponen al menos con un elemento de A [72][31].

A diferencia de la erosién, que es una operacién de reduccién o adelgazamiento, la dila-
tacién hace crecer objetos en una imagen. La forma y extensién de este engrosamiento esta
controlada por la forma y tamano del elemento estructurante utilizado [31].
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2.5.2.3 Apertura y Cierre

A partir de las operaciones de erosién y dilatacién se construyen otras operaciones a través
de su composicién algebraica, estas son la apertura y el cierre [72]. La apertura generalmente
suaviza el contorno de un objeto, rompe istmos estrechos y elimina protuberancias delgadas y
el cierre, generalmente fusiona elementos cercanos, elimina pequefios espacios y rellena huecos
en el contorno [31].

La apertura del conjunto A por el elemento estructurante, se define como:

AoB=(AeB)® B (2.5)

En palabras, la apertura A por B es la erosion de A por B, seguida de una dilatacién del
resultado por B [31].

De manera similar, el cierre del conjunto A por el elemento estructurante B, se define
como:

AeB=(A®B)oB (2.6)

De forma que, el cierre de A por B es simplemente la dilatacién de A por B, seguido de
erosiéon del resultado por B [31].

En términos practicos, este procedimiento pueden ser vistos en la figura 2.12. En la erosion
(Figura 2.12b) se observa que los elementos de la imagen se hacen mdas pequefios, en la
dilatacién (Figura 2.12¢) al contrario, se hacen méas grandes. En otro caso, la apertura (Figura
2.12d) tiende a eliminar objetos pequerios y el cierre (Figura 2.12e) a conectar objetos que se
encuentran cerca.

(a) Imagen original [78] (b) Aplicacién de erosién mor- (c) Aplicacién de dilatacién
folégica morfolégica

(d) Aplicacién de apertura (e) Aplicacién de cierre morfo-
morfolégica légico

Figura 2.12: Aplicaciéon de operadores morfolégicos a imagen de células obtenida por micros-
copia confocal mediante la utilizaciéon de un elemento estructurante en forma de disco
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Numerosas técnicas de filtrado y procesamiento de imagenes estan basadas en conceptos de
morfologia matematica, tal es el caso de la granulometria para la determinacién de la distribu-
cién de tamaifio de particulas en una imagen, gradientes morfologicos, suavizado morfolégico,
transformaciones de sombrero superior e inferior para remocion de artefactos y correccién
de iluminacién no uniforme [31][75], siendo esta ultima técnica, un enfoque importante en la
investigacion.

2.5.2.4 Filtrado morfolégico de sombrero superior

Fl filtrado morfolégico de sombrero superior es un algoritmo de transformacién de imégenes
que combina la sustracciéon de las mismas con la operacién morfolégica de apertura [31]
siguiendo la expresion 2.7

That = f — (f o b) (2.7)

Entre las aplicaciones de esta transformacion es la eliminacién de objetos a partir de una
imagen mediante el uso de un elemento estructurante en la operacién de apertura el cual no
se ajusta a los objetos a remover y también para la correccién de los efectos de iluminacion
para poder extraer objetos del fondo en una imagen [31].

El efecto de la iluminacion y la reflectancia juegan un papel central en el éxito de la
segmentacion de imégenes mediante el uso de umbrales u otras técnicas de segmentacion,
ignorar dichos factores puede dificultar el procesamiento 6ptimo de una imagen.

al i all L,
0 63 127 191 255

0 63 127 191 255

(a) Imagen ruidosa origi- (b) Histograma de la (¢) Imagen uniforme- (d) Histograma de la
nal imagen original mente iluminada imagen 2.13c

Figura 2.13: Efecto de la iluminacién no uniforme en una imagen [31]

En la figura 2.13a se encuentra una imagen con su respectivo histograma (Figura 2.13b), en
dicha representacién de distribuciones no es tan sencillo separar (sin procesamiento adicional)
los pixeles correspondientes a figura y fondo. En contraparte, en la figura 2.13c¢ se tiene
la misma imagen con un fondo uniformemente iluminado, donde al observar su histograma
(Figura 2.13d) los valles correspondientes a fondo y figura son ficilmente diferenciables [31].

20



Capitulo 3

METODOLOGIA

Se realizé un estudio experimental, el cual se encuentra organizado en 5 fases: Sintesis
de PC, caracterizacion de las propiedades épticas de los PC, fijacién en agarosa de los PC,
obtencion de imagenes in vitro por fluorescencia y procesamiento de las imagenes obtenidas
(Figura 3.1).

Sintesis de Caracterizaciéon de
Puntos de = los Puntos de >
Carbono Carbono

Obtencién de Imdgenes
»| por Fluorescenciaenel [—
Cytation

Fijacion en
Agarosa

Figura 3.1: Esquema general de la metodologia del proyecto

Adicionalmente, la distribucién de tareas (Diagrama de Gantt) se encuentra en la seccién
de anexos.

3.1 Sintesis de puntos de carbono

Se sintetizaron dos tipos de puntos de carbono con diferentes propiedades Opticas por
el método bottom-up de microondas. Los primeros con fluorescencia verde (los cuales seran
llamados como “verdes” en el desarrollo del trabajo) utilizando los materiales mostrados en
la tabla 3.1. Acido citrico (AC) y urea fueron utilizados como precursores organicos y como
solvente dimetilformamida.

’ Nombre ‘ Férmula molecular ‘ Cantidad utilizada
Urea - Sigma Aldrich CH4N>O 12 ¢
Acido Citrico Monohidrato - Scharlau CsHgO7 - HyO 0.6g
N,N-Dimetilformamida - R.A. Chemicals | C3H7NO 6.0 mL

Tabla 3.1: Materiales utilizados en los puntos de carbono “verdes™.

Para los segundos PC, los cuales tienen fluorescencia azul (los cuales seran llamados como
“azules” en el desarrollo del trabajo) se usaron los materiales mostrados en la tabla 3.2, el
AC fue usado como precursor organico y como solventes una mezcla 1:1 (vol:vol) de etanol y
dimetilformamida.
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] Nombre ‘ Férmula molecular ‘ Cantidad utilizada

Acido Citrico Monohidrato - Scharlau CgHgO7 - HO 05¢g
N,N-Dimetilformamida - R.A. Chemicals | C3H;NO 6.0 mL
Etanol Absoluto - Scharlau CyH;OH 6.0 mL

Tabla 3.2: Materiales utilizados en los puntos de carbono “azules™.

3.1.1. Sintesis de puntos de carbono por reacciéon de microondas

En ambos casos se siguié el mismo procedimiento: Los precursores sélidos se dispersan
en los solventes definidos de acuerdo a la informaciéon detallada en las tablas 3.1 y 3.2, se
homogeneiza la mezcla en un bano ultrasénico (Elmasonic Easy de Elma) aproximadamente
por 5 minutos.

Como siguiente paso, se transfiere la solucion obtenida a un tubo de reaccién y se somete
al calentamiento por microondas en un reactor MONOWAVE 50 (Anton Paar) (Figura 3.2).
La configuracién utilizada fue:

= Temperatura: 200 °C.
s Método: AFAP - As Fast As Possible.

= Tiempo: 5 minutos.

Figura 3.2: Microondas MONOWAVE 50 utilizado en la sintesis de puntos de carbono.

Posterior a esto, se confirma la formacién de especies fluorescentes al exponer el producto
de la reaccién a una ldmpara UV con una longitud de onda de excitacion de 365 nm (Acye:
365nm).

3.1.2. Purificacién de puntos de carbono

La solucién obtenida se centrifuga a 10.000 rpm por 15 minutos en una mini centrifugadora
(Thermo Scientific mySPIIN12) y filtrada (filtro de 0.20 pm (Minisart NY 25, PTFE)).

22



Por dltimo, se realiza un procedimiento de separacién por cromatografia por columna.
Este es un método de purificacion y separacion cuidadosa de las diversas fracciones de PC.
Esta técnica utiliza una fase estacionaria, que se embala en tubo de Pasteur con silica y una
fase mévil que pasa a través de la columna utilizando como solvente una mezcla 1:1 (vol:vol)
de acetonitrilo con agua Milli-Q, de tal forma que se aprovechan las diferencias de polaridad
entre compuestos, permitiendo que las moléculas se separen [79].

De esta forma, los fluoréforos moleculares que flotan libremente abandonan la columna
primero, seguidos por PC altamente fluorescentes con fluoréforos unidos al nicleo de carbono y
finalmente seguidos por particulas de carbono de baja fluorescencia sin fluoréforos [80](Figura

3.3).
(N

Nucleos de carbono

PC con fluréforos

B | Lk - |

£
-

PC i o
sintetizados ‘tr === Fluréforos molecular
; ~— | Fluréforos moleculares
por microondas -

>

Figura 3.3: Esquema del fraccionamiento de PC por cromatografia por columnas [80]

Al culminar este proceso, se filtra de nuevo la solucién obtenida y se pasa a una capsula
de Pietri para su secado en un horno convencional (UM100, Memmert) durante 12 horas a
110 °C.

3.2 Caracterizacién de las propiedades 6pticas de los puntos de carbono

Con el fin de evaluar las propiedades 6pticas de los PC obtenidos en funcién de la con-
centracion de los mismos, se prepar6 una soluciéon de PC dispersados en agua destilada con
concentraciéon de 5 mg/mL.

3.2.1. Espectrofotometria UV-Vis para la determinacion de las propiedades
opticas de los puntos de carbono

Los espectros de absorcion se midieron usando un espectrofotémetro FLAMES-S-XR1 de
Ocean Insight, el cual trabaja con el software Ocean View, junto al equipo se se utilizé celda
de cuarzo de lcm de paso 6ptico.

Los espectros de emisiéon fueron tomados con el equipo Cytation 3 en conjunto con el
software Genb5. Las longitudes de onda de excitacién usadas corresponden a los cubos LED
disponibles del médulo de imagen de dicho equipo: Se utilizé una longitud de onda de 377 nm
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(Correspondiente al filtro azul: DAPI), seguido de una de 469 nm (Correspondiente al filtro
verde: GFP) y de 377 nm (Correspondiente al filtro rojo: RFP).

3.2.1.1 Filtrado de los espectros de absorcién

Los filtros de mediana son una técnica no lineal de procesamiento de senales que consiste
en una ventana deslizante que abarca un ntimero par de pixeles. El pixel central de la ventana
se reemplaza por la mediana de los pixeles que se encuentran en la ventana y asi se continua
el procedimiento hasta recorrer toda la senal. Al igual que el filtrado de paso bajo, el filtrado
medio suaviza la senal, por tanto, es 1util para reducir el ruido y de la misma forma puede
preservar las discontinuidades [73].

Se implementé en la plataforma MatLab®un filtro de mediana de 1D con orden 20 (N=20),
mediante la utilizaciéon del comando medfilt1, con el fin de remover el ruido de la senal co-
rrespondiente al espectro de absorciéon de las especies en estudio para asi lograr su facil
visualizacién y andlisis (Figura 3.4).

Original
1.8 Filtrada | 7

Absorbancia [U. Arb.]
@ o 9
S [} (o2} -

S
N
T

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda [nm]

Figura 3.4: Comparacién de la senal del espectro de absorcién original y la senal con el filtro
de mediana aplicado para los PC “verdes”.

3.3 Fijacion de puntos de carbono en agarosa

Para facilidad en el momento de la captacion de imégenes, se busca que los PC no tengan
movimiento, por lo cual se realizé una fijacién de las mismas en agarosa de bajo punto de
fusién. Para cumplir este fin, se propone un método modificado del protocolo de ensayo cometa
[81].

Como primer paso, se calenté la agarosa en un microondas por 15 segundos. Luego en
el equipo AccuBlock ™Digital Dry Nath de LabNet a una temperatura de aproximadamente
38°C, se combinaron y mezclaron por medio de una pipeta los PC con la agarosa (Figura 3.5).

A partir de la solucién madre se prepararon 7 diluciones en agarosa a concentraciones
de 1lug/ml, 10ug/ml, 50pg/ml, 100pug/ml, 125ug/mL, 250ug/ml y 500ug/ml (Figura 3.6).
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Figura 3.5: Preparacion de las muestras de agarosa y PC

Estos valores fueron elegidos tomando en cuenta las concentraciones con las que actualmente
se trabaja en los ensayos de evaluacién de citotoxicidad de PC en diferentes lineas celulares
usadas en los proyectos de los grupos de investigacién GIBIOME e Investigacién Clinica de
la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario.

Figura 3.6: Fijacién de PC en agarosa

Al terminar la preparacién, se transfirieron 100ul de las soluciones a un portaobjetos y
luego se refrigeraron a 4°C por 15 minutos. Por tltimo, al culminar el tiempo establecido,
se realizé un lavado de cada portaobjetos con agua destilada por 5 minutos, seguido de un
lavado con Etanol al 99 % también por 5 minutos con el fin de deshidratar la agarosa y lograr
un grosor uniforme en todas las muestras [81].

3.4 Obtencion de imagenes in vitro por fluorescencia

Se utilizé el lector multimodal Cytation 3 en conjunto al software Gen5 (figura 3.7) para
la obtencién de las imagenes por fluorescencia con los objetivos de 10x y 20x (disponibles en
el momento en el laboratorio).

Como primer paso se obtuvieron imagenes por fluorescencia de microesferas de 1um, con
el fin de ser tomadas de punto de referencia en los pardmetros a utilizar para la obtencion de
imagenes de los PC.

Posteriormente, se analizaron los espectros de emisién de los PC (obtenidos en la seccién
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Figura 3.7: Obtencion de imagenes in vitro por fluorescencia mediante la utilizacion del equipo
Cytation 3 y el software Genb

3.2) para las tres longitudes de onda correspondientes a los filtros DAPI, GFP y RFP con el
fin de determinar en cual existe una mayor drea bajo la curva y por tanto, en cual de estos
deben fijarse los pardametros para la captacion de imagenes.

Para cada concentracién y tipo de PC se captaron entre 3 y 5 imagenes en cada filtro.
Se variaron los parametros de: Longitud focal, intensidad del LED, tiempo de integracion y
ganancia de la cAmara, con el fin de obtener imagenes nitidas y evitar la saturacion de pixeles
en las imagenes. Una ventaja del software Genb es que muestra los histogramas de la imagen
a ser captada y alli se puede identificar la presencia de saturacién (Figura 3.8).

[V] RFP 531,593

Figura 3.8: Ejemplificacion de los histogramas en 3 imagenes de fluorescencia tomadas en el
Cytation

Por dltimo, se realizaron ensayos preliminares de la obtencion de imégenes por fluorescen-
cia utilizando bases més complejas: células Vero. Para la preparaciéon de estas, se sembraron
50.000 células por pozo y se incubaron por 24 horas con PC de AC, urea y aminodcidos (his-
tidina o arginina) a concentraciones de 50ug/ml, 125ug/mL, 250ug/ml y 500ug/ml. Seguido,
se fijaron las células con formaldehido al 4 %, cloruro de amonio y se realizaron lavados con
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PBS, para finalizar, se agregé Hoeschst para el bioetiquetado del niicleo [82].

3.5 Procesamiento de imagenes

Ya obtenidas las imégenes en la etapa anterior, se debe realizar un procesamiento de las
mismas para su caracterizacion y clasificacion.

3.5.1. Correccién de iluminacién no uniforme

Controlar los factores de diferenciacién de fondo y figura (expuestos en la seccién 2.4.2.4)
es uno de los primeros pasos a considerar en la solucién de un problema de segmentacion
[31]. Por tanto, se implementé el algoritmo de filtrado morfolégico de sombrero superior en
la plataforma de programacién y computacién numérica MatLab ®[75], mediante la funcién
imtophat con un elemento estructurante de forma de disco para eliminar el fondo no uniforme
de la imagen y asi solo visualizar los conglomerados de PC para su posterior andlisis.

200 pm

(a) Imagen original (b) Imagen con el filtro implementado

Figura 3.9: Comparacién de la imagen original y de la imagen al implementar el filtrado
morfolégico de sombrero superior

3.5.2. Analisis estadistico de las imagenes obtenidas

Para el andlisis estadistico, se realizaron dos célculos: el drea bajo la curva (AUC) de
cada espectro de emisién de los dos tipos de PC, y el AUC del histograma de las imagenes
obtenidas, para asi tener una base de la cantidad de informacién correspondiente a cada filtro
y correlacionar ambos calculos.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

FEn el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos del proceso de sintesis de los
puntos de carbono por el método de reacciéon por microondas, la caracterizacion éptica de los
mismos y la obtencién en el Cytation y procesamiento de imagenes por fluorescencia.

4.1 Sintesis de puntos de carbono

Se sintetizaron PC siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 3.1. Posteriormente,
se confirmoé la formacién de especies fluorescentes al irradiar las soluciones obtenidas con una
lampara UV (Aeze: 365nm) (Figura 4.1).

Figura 4.1: Formacién de especies fluorescentes, a la izquierda, de PC “verdes” y a la derecha,
de PC "azules” bajo la irradiacién con una ldmpara UV (Aeze: 365nm)

Al completar el procedimiento de separaciéon por cromatografia por columnas se obtuvo
una serie de muestras de PC fraccionados las cuales muestran la tendencia de color tipica del
fraccionamiento dentro de la columna de cromatografia. El color y la concentracién de PC se
intensifica durante la primera mitad de la separacién y luego disminuye, tal como lo indica la
literatura revisada [80].

Fue posible separar fracciones de fluoréforos, productos organicos, PC con fluoréforos y
por ultimo, nicleos de carbono y dominios organicos, tal como se observa en la figura 4.3.
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Ncleos de Carbono/
Dominios organicos

PC con menor cantidad de fluoréforos/
88 PC con mayor cantidad de fluoréforos

Fluordsforos libres/
Productos organicos pequefios

Figura 4.3: Fraccionamiento de los CD por cromatografia por columnas visto en la pipeta
Pasteur

4.2 Caracterizacion de las propiedades opticas de los puntos de carbono

Se utilizé espectrofotometria UV-Vis para la determinacion de las propiedades 6pticas de
los PC siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.2.

4.2.1. Puntos de carbono “verdes”

El espectro de absorcién de los PC “verdes™ se muestra en la Figura 4.4a. Se puede ob-
servar como para la concentracién de 5 pg/ml existen dos bandas de absorcién centradas a
las longitudes de onda de mayor transicién [83]. Los méximos en esta banda de absorcién
estan alrededor de los 220 nm, 380 nm y 430 nm, esto se da ya que estas longitudes de onda
contienen la energia suficiente para excitar los electrones de los PC, y es atribuida a transicio-
nes electrénicas de tipo m — 7 que involucran carbonos arométicos sp2 (enlaces aromaticos
C=C), transiciones n — 7« asociadas a enlaces C=0 de los grupos carboxilo aportados por el
acido citrico y y enlaces C=N aportados por la urea [84].

Se obtuvieron espectros de emisién al excitar los PC a 3 longitudes de onda distintas
correspondientes a los cubos LED del médulo de imégenes del cytation (Figura 4.4b). A una
longitud de onda de irradiacion de 531 nm, emisiéon a longitudes de onda entre los 400 y 550
nm, posteriormente a una longitud de onda de 469 nm se observa emisién entre los 500 y 600
nm y por ultimo, a una longitud de onda de 377 nm, se tiene emisién a 570 y 650 nm. Esta
informacién permite conocer las longitudes de onda a las que deben ser excitadas los PC para
obtener la mayor intensidad de fluorescencia posible.
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Figura 4.4: Caracterizacion de las propiedades épticas de los PC “verdes™ a una concentracion
de 5 pg/ml

4.2.2. Puntos de carbono “azules”

El espectro de absorcion de los PC “azules™ se muestra en la Figura 4.5a. Se puede observar
como para la concentracién de 5 pug/ml existe una banda de absorcién centrada a la longitud
de onda de mayor transicién [83]. El maximo de esta banda esta centrado a longitudes de
onda entre los 200 y 300 nm, esto se da ya que estas longitudes de onda contienen la energia
suficiente para excitar los electrones de los PC, y es atribuida a transiciones electrénicas de
tipo ™ — m* que involucran carbonos aromaticos sp? (enlaces arométicos C=C) [84].
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Figura 4.5: Caracterizacion de las propiedades 6pticas de los PC "Verdes™ a una concentracion
de 5 pg/ml

A una longitud de onda de irradiacién de 531 nm, se obtuvo emisién a longitudes de onda
entre los 400 y 550 nm, posteriormente a una longitud de onda de 469 nm se observa emisiéon

entre los 500 y 600 nm y por tltimo, a una longitud de onda de 377 nm, se tiene emisién a
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550 y 600 nm, tal como se observa en la Figura 4.5.

Por tltimo, se calcularon las areas bajo la curva (AUC) de los espectros de absorcién
y emisién de los PC sintetizados, para su posterior uso en la fijacién de los parametros al
momento de captar imagenes y en el andlisis estadistico de las imagenes. Obteniendo que la

mayor AUC se encuentra en la longitud de excitacién de 531 nm correspondiente al filtro
DAPI.

Tabla 4.1: Areas bajo la curva de los espectros de emisién y absorcién de los PC utilizados

AUC Espectro de emision ..
Especie Aege: 377 nm | gt 469 nm | Aozt 531 nm AUC Espectro de absorcién
PC “verdes” | 3.21-10° 1297087 106235 460.21
PC “azules” | 1.92-10° 20044 4235 442.74

4.3 Obtencién y procesamiento de imagenes in vitro por fluorescencia

Se captaron imagenes por fluorescencia en el lector multimodal Cytation 3 en tres espe-
cies distintas: microesferas como estandares de referencia, puntos de carbono y células Vero
incubadas con 2 tipos de fluoréforos distintos (Hoeschst y PC).

4.3.1. Estandares de Referencia

Se captaron imagenes por fluorescencia de microesferas de 1um, las cuales fueron tomadas
como punto de referencia para la obtencién de las imagenes de los PC (Figura 4.6).

4.3.2. Imagenes por fluorescencia de puntos de carbono

Al revisar los espectros de emision de los PC (Figuras 4.5a y 4.4a) y sus respectivas AUC,
la curva correspondiente a la longitud de onda de 377 nm (DAPI) contiene la mayor cantidad
de informacién con respecto al filtro GFP y el filtro RFP, motivo por el cual se eligi6 al filtro
DAPI para fijar los pardmetros de obtenciéon de imégenes por fluorescencia.

Los parametros de entrada del médulo de imagenes del Cytation (software Gen5) fueron
ajustados para cada concentracion, tal como se observa en la tabla 4.2. Al realizar el andlisis
de este resultado, se destaca que existe una relacién inversa entre la concentracién de PC y los
pardmetros de intensidad de LED y ganancia de la cAmara, asociada a la relacién proporcional
que se tiene entre la concentraciéon de PC y intensidad de la fluorescencia.

Posterior a la fijacion de parametros, se captaron imagenes en funcién de la concentracion
de PC siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 4.3.2, siendo 1ug/ml la minima y
500ug/ml la méxima concentraciéon detectable. En las imagenes mostradas (Figura 4.7 - Figura
4.8) se observan conglomerados de PC luego de corregir su iluminacién.

Por tdltimo, al calcular el AUC de los histogramas de 42 imagenes obtenidas y compararlo
con las AUC de los espectros de absorcién y emision de los PC utilizados (tabla 4.1) se
obtuvo que existe una relacién lineal entre estos, es decir, la mayor cantidad de informacion
se encuentra en las imagenes captadas con el filtro DAPI.
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Tabla 4.2: Parametros para la obtencion de imagenes in vitro por fluorescencia utilizando PC

Concentracion | Longitud Intensidad del | Tiempo de Ganancia de
de PC Focal (ym) | LED integracién (ms) | la Camara
1pg/ml 1350-1420 5-10 2400-2600 8-12

10pg/ml 1400-1500 5-9 2380-2550 6-11

50ug/ml 1400-1550 5-8 2300-2550 5-11
100pug/ml 1350-1500 3-7 2100-2400 5-10
125pug/ml 1350-1500 3-7 2100-2400 5-10
250ug/ml 1400-1550 <4 <1000 <5

500ug/ml 1400-1550 <4 <1000 <5

4.3.3.

Imagenes por fluorescencia de células

Se captaron imagenes por fluorescencia de células Vero (Figura 4.9) incubadas con dos
fluoréforos Hoeschst para el bioetiquetado del niicleo y PC a concentraciones de 50ug/ml,
125ug/mL, 250ug/ml y 500ug/ml, utilizando como pardametros de entrada al software Gen 5
los rangos mostrados en la tabla 4.3.

Al realizar el procesamiento de las imdgenes captadas se observdé aumento en la cantidad
de detalles morfolégicos visualizables en las células (Figura 4.10).

Tabla 4.3: Parametros para la obtencién de imagenes por fluorescencia de células

Obietivo Longitud Intensidad del | Tiempo de Ganancia de
J Focal (um) | LED integracion (ms) | la Camara
20x 2500-2600 4-8 <1000 5-10
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(a) Imagen obtenida con el filtro DAPI

200 pm

(b) Imagen obtenida con el filtro GFP

200 pm

(¢) Imagen obtenida con el filtro RFP

Figura 4.6: Imagenes obtenidas en el Cytation de las microesferas de 1um
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(a) Imagen obtenida con el filtro DAPI (b) Imagen obtenida con el filtro GFP

(c) Imagen obtenida con el filtro RFP

Figura 4.7: Imagenes obtenidas en el Cytation de los PC “azules” a una concentracién de
10pug/ml
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(a) Imagen obtenida con el filtro DAPI (b) Imagen obtenida con el filtro GFP

(c) Imagen obtenida con el filtro RFP

Figura 4.8: Imagenes obtenidas en el Cytation de los PC “verdes™ a una concentracién de
10pug/ml
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200 pm

(a) Imagen obtenida con el filtro DAPI (b) Imagen obtenida con el filtro GFP

200 pm

(c) Imagen obtenida con el filtro RFP

Figura 4.9: Imagenes obtenidas en el Cytation de las células con PC a una concentracién de
500ug/ml

(a) Solape de las imédgenes sin procesar (b) Solape de las imagenes procesadas

Figura 4.10: Diferencias entre las imdgenes sin procesar (a) y luego de la correccién de ilumi-
nacién no uniforme (b)
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos de la investigacion, enfocados a la obtencién de iméagenes in
vitro por fluorescencia utilizando PC como agentes de contraste mediante la utilizaciéon de un
lector multimodal, se logré la obtencién de las mismas en términos de PC fijados en agarosa
y células incubadas con fluoréforos (Hoeschst para bioetiquetado del nicleo y PC).

Se realizé la sintesis de PC por método de reaccién por microondas que exhibieron: en el
caso de los “verdes™ absorcién a longitudes de onda entre los 200 y 500 nm y bajo la irradiacion
de luz de 531 nm, emisién a longitudes de onda entre los 400 y 650 nm y en los PC “azules”
absorcién a longitudes de onda entre los 200 y 300 nm y bajo la irradiacién de luz de 531 nm,
emision a longitudes de onda entre los 400 y 550 nm. Por lo cual, se concluye que al utilizar
como solvente la dimetilformamida se tiene un impacto significativo en las propiedades épticas
presentadas por los PC, atribuidas a los grupos funcionales presentes en dichos solventes.

Se encontr6 que la concentracién de PC tiene una relacién inversa con los pardmetros de
intensidad del LED y ganancia de la cAmara. La minima y méxima concentraciéon detectable
fue de 1 pg/ml y 500 pg/ml, respectivamente. En el lector multimodal es imperativo fijar los
parametros correctamente al momento de captar imagenes, teniendo en cuenta que se afectar
la calidad de las imagenes con la aparicién de pixeles saturados.

Para el procesamiento de las imagenes obtenidas en el lector multimodal, se propone
realizar una correccion de la iluminaciéon no uniforme, para asi tener una mejor distinciéon de
los detalles de dichas imagenes.

Con los resultados obtenidos hasta el momento se concluye que la obtenciéon de imagenes
por fluorescencia usando puntos de carbono como agentes de contraste mediante la utilizacion
del equipo Cytation 3 es una alternativa efectiva, a bajo costo y viable al alcance de los
grupos de investigacién de la Universidad del Rosario. Lo desarrollado mediante la utilizaciéon
de células es solo un acercamiento de las imigenes que pueden ser obtenidas, por lo que se
deben continuar trabajando con PC con distintas propiedades 6pticas de fluorescencia.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

6.1 Recomendaciones

Se recomienda correlacionar las imagenes obtenidas por el método propuesto con otras
modalidades de imédgen. Adicionalmente, ampliar la investigacién utilizando otros PC con
propiedades Opticas de fluorescencia distintos. A su vez, obtener imégenes utilizando objetivos
de magnificacién mayor, asi como cubos LED con rangos de excitacién y emisién distintos,
principalmente hacia las longitudes de onda correspondientes al rojo.

6.2 Trabajos futuros

En términos generales, a corto plazo se plantea conformar una base de datos con imégenes
por fluorescencia de células utilizando PC con propiedades de dpticas distintas (teniendo en
cuenta que en la presente investigacién solo se utilizaron dos) y a distintas concentraciones
para asi caracterizar e identificar las mismas en regiones de interés con y sin presencia de PC.

En la misma linea de ideas, a largo plazo se propone implementar un aplicacién comple-
mentaria al software Genb la cual detecte y clasifique los fluoréforos utilizados en imagenes
por fluorescencia solo bajo la introducciéon de los espectros de emisién y absorcién a dicho
programa.
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ANEXOS

Se organizaron las 15 semanas de trabajo correspondientes al semestre 2021-2 siguiendo
el diagrama de Gantt a continuacién:
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documento final

Figura 6.1: Diagrama de Gantt de las actividades desarrolladas
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