UN NUEVO MICROSCOPIO:
SE PUEDE VER A TRAVES DE

UN CRANEO INTACTO

ecientemente, un equipo de investigacion

dirigido por el profesor CHOl Wonshik
en el Centro de Espectroscopia y Dinamica
Molecular dentro del Instituto de Ciencias
Basicas (IBS) en Seul, Corea del Sur, logré un
gran avance en la obtencion de imagenes
Opticas de tejido profundo. Desarrollaron un
nuevo microscopio éptico que puede obtener
imagenes a través del craneo de un ratén
intacto y adquirir un mapa microscopico de
redes neuronales en los tejidos cerebrales sin
perder resolucion espacial. Tal descubrimiento
fue publicado en Nature (Seokchan, Y. et al.
Laser scanning reflection-matrix microscopy
for aberration-free imaging through intact
mouse skull. Nature Communications, 2020; 11
(1) DOI: 10.1038/541467-020-19550-x).
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El craneo de un ratébn es una barrera
para la obtencion de imagenes O&pticas
de alta resolucion porque sus estructuras
internas gruesas y no homogéneas
inducen aberraciones complejas que varian
drasticamente de una posicion a otra. A
menudo se requieren procedimientos
invasivos que crean ventanas de craneo
delgado o de craneo abierto para obtener
imagenes microscopicas de los tejidos
cerebrales subyacentes. Es por ello, que las
estructuras finas del sistema nervioso del
raton son dificiles de visualizar debido al
fuerte ruido de motas y la distorsion de la
imagen.

Esto es problematico en la investigacidon
de la neurociencia, donde el raton se usa
ampliamente como organismo modelo.
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Debido a la limitacién de las técnicas de
imagen que se utilizan actualmente, el craneo
debe extraerse o0 adelgazarse para investigar
microscopicamente las redes neuronales de
los tejidos cerebrales subyacentes.

Por lo tanto, se han sugerido otras soluciones
para lograr imagenes mas profundas de los
tejidos vivos. Por ejemplo, la microscopia de
tres fotones se ha utilizado con éxito para
obtener imagenes de neuronas debajo del
craneo del ratén en los ultimos afios. Sin
embargo, la microscopia de tres fotones esta
limitada por una baja tasa de repeticién del
laser, ya que emplea unaventana de excitacion
en el rango de infrarrojos, que puede dafiar el
tejido vivo durante la obtencién de imagenes
in vivo. También tiene un poder de excitacion
excesivo, lo que significa que el fotoblanqueo
es mas extenso en comparaciéon con el
enfoque de dos fotones.

En este trabajo, los investigadores proponen
una modalidad de imagenes sin etiquetas
denominada microscopia de matriz de
reflexion de barrido laser (LS-RMM) para
registrar los mapas de amplitud y fase de
ondas reflejadas en puntos no confocales,
asi como puntos confocales. EI método
propuesto permite encontrar y corregir
computacionalmente hasta 10,000 modos
angulares de aberraciones que varian cada 10
x 10 ym?parche en el plano de la muestra.

Este nuevo microscopio se denomina
microscopio de matriz de reflexion y combina
los poderes del hardwarey la 6ptica adaptativa
computacional (AO), que es una tecnologia
desarrollada originalmente para la astronomia
terrestre para corregir aberraciones épticas.
Mientras que el microscopio confocal
convencional mide la sefial de reflexion solo
en el punto focal de iluminacién y descarta
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toda la luz desenfocada, el microscopio de
matriz de reflexion registra todos los fotones
dispersos en posiciones distintas del punto
focal. Los fotones dispersos luego se corrigen
computacionalmente usando un algoritmo
AO novedoso llamado acumulacion de bucle
cerrado de dispersiéon simple (CLASS), que
el equipo desarrollé6 en 2017. El algoritmo
explota toda la luz dispersa para extraer
selectivamente luz balistica y corregir
aberraciones Opticas severas. En comparacion
con los sistemas de microscopia AO mas
convencionales, que requieren reflectores
puntuales brillantes u objetos fluorescentes
como estrellas guia de manera similar al uso
de AO en astronomia, el microscopio de matriz
de reflexion funciona sin ningun etiquetado
fluorescente y sin depender de las estructuras
del objetivo. Ademas, el numero de modos
de aberracion que pueden corregirse es mas
de 10 veces mayor que el de los sistemas AO
convencionales.

Los autores logran realizar imagenes de
reflectancia de axones mielinizados in vivo
debajo de un craneo de ratén intacto, con una
resoluciénespaciallimitadapordifraccionideal
de 450 nm (ver figura). Ademas, demuestran
imagenes de fluorescencia de dos fotones a
través del craneo de dendritas neuronales y
sus espinas mediante la correccion fisica de
las aberraciones identificadas en la matriz de
reflexion.
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