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Una mirada val mes gue mil paraules

Detectar malalties neurodegeneratives a partir de la retina

Ménica Marro i Pablo Loza-Alvarez. Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy (SLN) Lab ICFO, Institut de Ciéncies Fotoniques

La deteccidé preco¢ de malalties neurodegeneratives és clau, perqué un bon
tractament a temps pot alleugerir els simptomes i allargar I'esperanca de
vida del pacient. El problema d’aquestes malalties és que, quan apareixen els
simptomes, més del 70 % del sistema nervios ja es troba afectat. Per aixo, és
molt important detectar la malaltia fins i tot abans que el pacient presenti els
simptomes. En aquest sentit, és necessari establir una eina no invasiva que es
pugui fer servir de manera rutinaria per detectar pacients susceptibles d’estar
desenvolupant malalties neurodegeneratives. Les técniques actuals que ser-
veixen per detectar aquestes malalties (ressonancia magnética nuclear, puncié
lumbar o les proves de potencials evocats, en anglés evoked potential tests, que
mesuren l'activitat eléctrica) son o bé invasives o bé costoses en temps i diners.
Per aquest motiu, aquestes proves es reserven per a pacients que ja presenten

simptomes i a vegades ja és massa tard.
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La retina és una part del sistema nervi-

6s central en que les céllules ganglionars
projecten els seus axons a través del nervi
optic. Aquestes cellules son danyades en
nombroses malalties com el glaucoma o
l’esclerosi multiple. Per tant, ’analisi dels
canvis moleculars de la retina incremen-
taria el nostre coneixement sobre perdua
neuronal i neuroinflamacid i ens ajudaria
a desenvolupar estratégies noves neuropro-
tectores per al cervell.

La retina delatora

Per a la fotonica, la retina és una part molt
accessible del sistema nervids central, ja que
es podria enviar un feix de llum a l'ull i aixi
poder estudiar les neurones i la seva evolucid
de manera no invasiva. Una de les tecniques
optiques més prometedores per a aquest es-
tudi és l'espectroscopia Raman (ER). Es basa
a enviar un feix monocromatic de llum a una
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4+ Imatge 1. Fotografia del laboratori de SLN.
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mostra. La interaccié dels fotons del feix
amb les vibracions moleculars de la mostra
fa que la llum dispersada contingui fotons de
longitud d’ona diferent a la inicial (coneguts
com a espectre Raman). Com que cada mole-
cula té unes vibracions moleculars definides
i especifiques, analitzant Iespectre Raman
de la mostra tindrem informacié del seu
contingut molecular. La ER és no invasiva, ja
que no excita les molécules, no requereix una
preparacid prévia de la mostra i els resultats
son immediats. Com a conseqiiéncia, utilit-
zar 'ER per al'estudiila detecci6 de malalti-
es neurodegeneratives a través de la retina és
molt prometedor.

LICFO, en collaboracié amb I'Institut d’In-
vestigacié Biomedica August Pi Sunyer
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(IDIBAPS) fa tres anys va comengar a estu-
diar la possibilitat de detectar i monitorar
processos inflamatoris de la retina, i ha ob-
tingut resultats molt esperangadors. Especi-
ficament, es van preparar cultius de retina
de ratoli i es van separar en dos grups. Un,
que era el control, i 'altre, al qual s’induia
una inflamacié. Es va obtenir 'espectre Ra-
man de les retines de tots dos grups (control
i inflamat) durant vint-i-quatre hores i des-
prés es van analitzar els espectres per veure
si hi havia algun canvi bioquimic causat per
la inflamacio.

Com que les mostres biologiques contenen
un nombre elevat de molécules diferents, i
Pespectre Raman és molt ric per a cadascu-
na d’aquestes molecules, I'analisi de 'espec-
tre Raman esdevé complex. Per aixo es van
desenvolupar i aplicar tecniques estadisti-
ques avancades de multivariable per poder
extreure’n els resultats. En concret, es va
utilitzar la técnica de resolucié multivari-
ant de corbes (multivariate curve resolution,
MCR) per monitorar el contingut molecular
de les retines durant les vint-i-quatre hores.
Aquesta técnica estadistica descompon l'es-
pectre Raman de la mostra en I’espectre de
components moleculars presents en la mos-
tra i la seva concentracié. El resultat que es
va trobar va ser que després de deu o dotze
hores (en qué s’espera un maxim d’inflama-
ci6 del teixit) el grup de retines inflamades
presentava una alta concentracié de me-
diadors immunitaris (lipooxigenasa, oxid
nitric-sintasa i factor de necrosi tumoral).
Al llarg del procés inflamatori també es van
observar canvis en molécules involucrades
en la produccié energetica (citocrom C, fe-
nilalanina i NADH/NAD+) i una reduccid
de la fosfatidilcolina.

A més, utilitzant I’algoritme partial least
squares-discriminant analysis (PLSDA, que
busca parts en I’espectre diferents que dis-
criminen dos grups d’espectres) s"han pogut
discriminar espectres de retines sanes i in-
flamades amb un 99 % de sensibilitat i es-
pecificitat, cosa que representa un molt bon
resultat per a 'aplicacid clinica.
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4 Imatge 2. Feix de llum interactuantamb la

retina. La llum és dispersada i conté fotons Raman.
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Aquest estudi presenta una técnica molt
prometedora per a la deteccid, estudi i mo-
ritoratge de malalties neurodegeneratives de
manera rapida i no invasiva. Aquesta tecni-
ca es basa en una tecnologia fotonica i en el
desenvolupament d’algoritmes estadistics
per interpretar els resultats.

Aixi, amb Despectroscopia Raman s’han
identificat uns biomarcadors de neuro-
inflamaci6, informacié que no s’hauria
pogut obtenir d’una altra manera. Lanalisi
dels canvis moleculars a escala de la reti-
na de manera no invasiva incrementara el
nostre coneixement sobre perdua neuronal
i neuroinflamacio i ens ajudara a desenvo-
lupar estratégies noves neuroprotectores
per al cervell. A més permetra establir una
técnica rutinaria de deteccié precog per a
malalties neurodegeneratives.

Raman en I'ICFO

Des que es va descobrir l'espectroscopia
Raman el 1928 aquesta técnica va produir
una revolucié en I'area de la quimica ana-
litica. Gracies als darrers avencos técnics,
les expectatives d’aplicar-la en biomedicina
han augmentat. La possibilitat de detectar i
monitorar de manera no invasiva i amb alta
especificitat I'evolucié del contingut bioqui-
mic en mostres biomediques es va convertir
en un repte a assolir. No obstant aixo, les
propietats inherents a la dispersi6 Raman
han fet que el seu as per a aplicacions biome-
diques no hagi estat completament explotat
des del seu descobriment. En la darrera de-
cada, P’espectroscopia Raman sensibilitza-
da en superficie (surface enhanced Raman
spectroscopy, SERS) i l'analisi multivariant
s’han erigit com a possibles solucions per
superar la baixa eficiencia i la complexitat
dels senyals Raman de material biologic. El
treball fet en I'ICFO representa un pas en-
davant envers la combinacié i I’ts d’analisis
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estadistiques i SERS per expandir 'aplicabi-
litat de ’ER en bioquimica: des de molecules
individuals fins a cellules i teixits.

En 'ICFO s’han dut a terme projectes d’in-
vestigacié relacionats amb I'analisi biome-
canica de molécules individuals (DNA) i
eritrocits combinant pinces Optiques amb
I’ER i SERS. Es van desenvolupar metodes
estadistics com la correlacié 2D il’analisi de
components principals (PCA) per mostrar
les propietats estructurals tan importants
de célules i teixits. D’altra banda, també
s’han fet investigacions relacionades amb el
monitoratge de tractaments com la terapia
fotodinamica (PDT) en céHules glials com-
binant espectroscopia amb técniques esta-
distiques.

A més, s’han investigat sistemes més com-
plexos per seguir I'evolucié molecular de
celules i teixits durant un procés bioquimic.
Aixi, es va utilitzar I'analisi de components
principals (PCA) per estudiar el metabo-
lisme lipidic en diferents linies cellulars de
cancer de mama relacionant-lo amb el seu
grau de malignitat.

Malgrat aixo, 'analisi de components prin-
cipals (PCA) no proporciona components
significatius que podrien ser assignats direc-
tament a espectres moleculars Raman. Con-
seqlientment, es va proposar el métode es-
tadistic de resolucié multivariant de corbes
(MCR) per extraure components moleculars
amb significat fisic i quimic que varien du-
rant un procés bioquimic i van aplicar-lo a
estudiar la transicié epiteli-mesénquima
(EMT) en ceéllules cancerigenes. Aixo va
permetre identificar metabolits implicats en
el procés EMT, relacionats amb I’inici de la
metastasi.

Tal com descrivim en I’inici de l’article, es va
monitorar la composici6 de la retina ex vivo
quan s’induia una neuroinflamacié, i aixo
representa la primera aplicacié de 'MCR
per descompondre i monitorar el contingut
d’un teixit biologic amb ER, i identifica bio-
marcadors per a la deteccié precog de pro-
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cessos neuroinflamatoris. Aixo representa
el primer pas envers l'establiment d’una
técnica no invasiva i de diagnosi primerenca
d’esclerosi multiple o altres malalties neuro-
degeneratives.

Aquesta investigaci6 feta en 'ICFO ha reve-
lat un potent métode que afegeix una nova
dimensi6 al camp de la quimica analitica.
S’ha pogut extreure informacié amb alta
especificitat i sensibilitat de manera no inva-
siva, rapida i sense preparacio especial de la
mostra. Les mostres es poden monitorar in
vivo, i quantificar-ne els components mole-
culars dificils o impossibles d’extreure amb
la tecnologia actual.

Sobre SLN

El grup a que pertanyen els autors que sig-
nen l'article duu a terme les seves activitats
dins de la Unitat de Microscopia de Llum de
Superresolucié i de Nanoscopia (super-reso-
lution light microscopy & nanoscopy, SLN).
La triple missié del grup és dur a terme ac-
tivitats de recerca i desenvolupament amb
les tecniques més avancades de microscopia
de llum, proveir de sistemes d’imatge més
avancats dels que estan disponibles comer-
cialment avui dia, capacitar investigadors en
l'avantguarda de les técniques de microsco-
pia i, finalment, facilitar I'accés a les aplica-
cions biomediques més exigents.

Aixi, doncs, en termes de recerca en I’'SLN
ens encarreguem de desenvolupar noves
técniques de microscopia i de laplicacio
en reptes biologics. Aixi, en collaboracié en
projectes nacionals i internacionals, hem
desenvolupat una nova generaci6 de lasers
compactes per a microscopia, i incorporem
nous components i equipaments a la foto-
nica. La possibilitat d’involucrar diverses
disciplines de I’area de la biomedicina, com
ara l'oncologia, la neurobiologia i I'oftalmo-
logia, permet tenir esperances de diagnostic
precog. ®
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