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La microscopia de fluorescencia ha experimentado un impulso
excepcional durante la dltima década. El desarrollo del micros-
copio confocal (MC) junto con el descubrimiento de la protei-
na fluorescente GFP (del inglés green fluorescence protein) han
permitido estudiar de manera sistemdtica multiples aspectos
estructurales y funcionales de las proteinas en las células vivas.
Mientras que los microscopios convencionales de fluorescencia
producen imdgenes contaminadas por la luz emitida fuera de
toco, el MC secciona épticamente la muestra y genera image-
nes que corresponden exclusivamente a los distintos planos de
toco. Gracias a este y otros importantes avances, el MC permite
visualizar marcados multiples en células, tejidos u érganos, ha-
cer reconstrucciones tridimensionales (3D) a partir de multiples
secciones confocales, o estudiar los parimetros dindmicos de las
proteinas mediante videomicroscopia. Ademds, el desarrollo de
proteinas fluorescentes con propiedades distintas ha favorecido
la aparicién de nuevas aplicaciones, capaces de ofrecer informa-
cién por debajo del limite de resolucién de la microscopia de
fluorescencia.

Puntos clave

La microscopia confocal es una de las herramientas
J de investigacion mas utilizadas en biologia y
biomedicina.

El microscopio confocal (MC) permite seccionar
J 6pticamente una muestra de forma no invasiva.

La reconstruccion tridimensional y el analisis de
J colocalizacién son las aplicaciones mas frecuentes
del MC.

El descubrimiento de la proteina fluorescente GFP
J (del inglés green fluorescence protein) ha permitido
estudiar los parametros dinamicos de las proteinas en
células vivas.

El desarrollo de nuevas proteinas fluorescentes ha
J dado lugar a nuevas aplicaciones, superando el limite
de resolucién de la microscopia de fluorescencia.

Principios basicos

Fluorescencia es el fenémeno por el cual una molécula, deno-
minada fluorocromo o fluoréforo, emite luz unos nanosegundos
después de haber absorbido luz de menor longitud de onda. Por
ejemplo, el fluorocromo FITC emite luz verde tras ser excitado
con luz azul. Aparte de la posible autofluorescencia que pue-
da producir una muestra’, la fluorescencia proveniente de ésta
corresponde a la emitida por los fluorocromos utilizados en el
marcado, en un rango que va desde el azul al rojo lejano, segin
su espectro de emision? (fig. 1 y 2A). Hay numerosas sondas co-
merciales acopladas a fluorocromos, como anticuerpos, lipidos,
nucleétidos, toxinas, etc., que permiten estudiar la distribucién
(sub)celular de proteinas, lipidos o dcidos nucleicos; marcar cé-
lulas enteras en estudios morfol6gicos o comparativos (#rackers);

Figura 1. Triple marcaje en células adberidas a coldgeno
utilizando anticuerpos secundarios acoplados a Quantum-
Dots. La imagen es una seccion confocal que muestra

la disposicion subcelular del miicleo (rojo), el reticulo
endopldsmico (verde) y los endosomas primarios (azul).
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Figura 2. Cuadro de ajuste de pardmetros de un microscopio confocal (MGC) modelo Leica SP2 durante la adquisicion del fluordforo de
la GFP (del inglés green fluorescence protein), donde se muestra la linea de excitacion del ldser (488 nmy), el espectro de emision de
GFP (también se ensefia el de los fluordforos Cy3 y Cy5), y el ancho de banda seleccionado para recoger la serial en el foromultiplicador
1 (Leica utiliza un prisma que permite regular libremente el ancho de banda, otras marcas utilizan espejos dicroicos para cada

color). B. Representacion del haz de luz producido por el laser de un MC concentrando su mdxima intensidad en el plano de foco. C.
Marcado periférico celular visualizado mediante un microscopio de epiffuorescencia (izquierda) y un MC (derecha, doble marcads),
en ambos casos el plano de foco coincide con el ecuador de la célula. D. Detalle de una estructura de clatrina-GEFP (verde) y un punto
de transferrina acoplada al fluorocromo Texas red (rojo), ambas estructuras muy pequerias y cercanas al limite de resolucion (200 nm
en xy). E. Triple marcado en un linfocito T polarizado: clatrina-GFP (verde), transferrina-Texas red (rojo) y CD45 como marcador
de membrana (azul). Las imdgenes muestran la colocalizacion de las proteinas dos a dos y sus correspondientes scatter—plots, sobre

cada imagen aparece una mdscara de pixeles de colocalizacion en blanco, correspondiente a las zonas seleccionadas en los scatter-plots

(rectangulos amarillos). Barras de escala, 10 pm.

tefir organulos o estructuras celulares (dyes); detectar cambios
en las concentraciones de iones mediante fluoréforos sensibles
al medio que cambian su espectro de fluorescencia (color de la
luz emitida) en determinadas condiciones fisiolégicas**, etc. Re-
cientemente, se han incorporado al mercado los denominados
Quantum-Dots, cristales nanométricos fluorescentes con un es-
pectro de emisién estrecho y una gran resistencia al blanquea-
miento. En la figura 1 se muestra un ejemplo de marcaje celular
con anticuerpos acoplados a Quantum-Dots.
La microscopia de fluorescencia ha evolucionado de manera
extraordinaria y se ha convertido en una de las herramientas
de investigacién mads utilizadas en biologfa y biomedicina. El
microscopio de fluorescencia confocal, también denominado
CSM (del inglés confocal scanning microscope),
permite la adquisicién de imagenes digita-
les de alta resolucién correspondientes a
la fluorescencia producida en distintos
planos de foco (confocal), y produce
secciones Gpticas a lo largo del eje z
de una muestra marcada con uno o

Durante la
adquisicion de
la imagen, el laser

barre la muestra a gran
velocidad (scanning) y
recoge la fluorescencia

emitida en cada

punto del plano
focal. tipos de ldser controlados por un siste-

varios fluorocromos®*. El MC utiliza
como fuente de iluminacién distintos
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ma acustico-6ptico de filtrado (AOTF) capaz de concentrar la
maxima intensidad de la luz en el plano de foco a longitudes de
onda determinadas (fig. 2B); los sistemas convencionales utilizan
una ldmpara de mercurio que irradia la muestra

de forma indiscriminada. Durante la adquisi-

cién de la imagen, el ldser barre la muestra El

a gran velocidad (scan- pinhole filtra
nin g) y la fluorescen- la fluorescencia

. .. . emitida fuera
cia emitida en cada El micros-

- . de foco.
punto es recog1da copio conchal
por un fotomul- b’EMC) permite
. 1 obtener secciones
tiplicador (PMT) opticas a lo largo
tras atravesar un ;
del eje z de una EI MC

filtro denominado
pinhole, que bloquea
el paso de toda sefial de hasta 200 nm
fuera de foco (fig. 2A, C). de tamario
El desarrollo de objetivos de alta apertura real.
numérica, junto con la capacidad del MC para

hacer zoom sin pérdida de resolucién, han hecho

posible la visualizacién de estructuras de hasta 200 nm de ta-
mafio real (limite de resolucién en xy), incluso menores si la se-
fial emitida es lo suficientemente brillante* (fig. 2D). Aunque el

muestra. .
permite visua-

lizar estructuras
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Figura 3. A. Cardiomiocito marcado de forma simultanea para filamentos de actina (verde), estructuras citoplasmaticas (rojo) y
ADN (azul). La imagen es una proyeccion vertical de 5 cortes confocales. B. Criocorte de una biopsia correspondiente a un paciente

con enfermedad autoinmunitaria. La imagen es una seccion dptica confocal de la region dermoepidérmica, donde se pueden observar

el depdsito autoinmunitario (verde) y un marcador de la ldmina basal (rojo). C. Pulmon de raton teriido con DAPI (4,6-diamidino-
2-fenilindol diclorhidrato) para visualizar los miicleos celulares (azul). El pulmon se visualiza directamente con un objetivo x10, 2

h antes se inyectaron por vena una mezcla de células tumorales marcadas con trackers rojo (CMTMR) y verde (calceina). D. Triple
marcado de una célula tumoral (verde, rojo y azul) invadiendo una matriz de colageno. A la izquierda se muestra la proyeccion vertical
de 20 secciones opticas. A la derecha, reconstruccion lateral tridimensional (3D) (panel superior) y corte confocal ensefiando las fibras de
coldgeno de la matriz detectadas mediante reflexion (cidn). E. Doble marcado de una célula tumoral (verde, rojo) sobre una matriz de
coldgeno (azul). La imagen corresponde a una reconstruccion 3D de la célula en un dngulo distinto a 90°. En el panel insertado, el azul
corresponde a la posicion del miicleo. ' Reconstruccion de un gel de coldgeno de 150 wm invadido por decenas de células tumorales (rojo).
En verde la reflexion de la membrana sobre la que se polimeriza el gel. (Imdgenes cortesia de J. Gallego, I. Trevirio, A. Estecha y

P, Sanchez-Mateos, investigadores del Hospital Gregorio Marazion.)

MC es el mais utilizado, hay otros sistemas alternativos capaces
de generar secciones 6pticas de un modo no invasivo para la
muestra. El microscopio multifotén ilumina exclusivamente el
punto del espacio barrido en ese momento, por lo que es innece-
sario el uso del pinkole’; los microscopios TIRF (del inglés zozal
internal reflection fluorescence) s6lo irradian el plano situado in-
mediatamente sobre el cristal, y producen una seccién éptica de
100 nm de grosor de gran utilidad en estudios de estructuras de
membrana®; por tltimo, las imdgenes de deconvolucién elimi-
nan la sefial fuera de foco mediante algoritmos informaticos’.

Aplicaciones mas frecuentes:
colocalizacion .
y andlisis tridimensional

El andlisis de colocalizacién y la reconstruccién 3D son con gran
diferencia las aplicaciones mds utilizadas por los usuarios del
MC. Dos o mis moléculas colocalizan cuando se detectan en
un mismo lugar, lo que permite relacionar una molécula con una
estructura u orgdnulo en el dmbito subcelular, un tipo celular

dentro de un tejido, un estado fisiolégico, etc. Desde el punto de

vista digital, 2 fluorocromos colocalizan cuando su emisién co-

incide en un mismo voxe/ (pixel tridimensional), lo que permite

analizar la colocalizacién en representaciones

denominadas scazter-plots donde los pixeles

de la imagen (o los correspondientes a

una regién de interés, ROI) se ordenan

en funcién de su doble intensidad en

los ejes de ordenadas y abscisas® (fig.

2E). Estas representaciones permiten

el calculo de coeficientes o la impo-

sicion de mdscaras de colocalizacién

correspondientes a zonas de pixeles se-

leccionadas en el scatter-plot (fig. 2E). La

multitud de pardmetros a tener en cuenta du-

rante el andlisis de colocalizacién hacen que

este andlisis sea a veces més complejo de lo El MC

que puede parecer™, y aunque el scatzer- permite cuanti-

plot es una herramienta de utilidad, es el ficar la longitud, el

propio investigador quien en muchas oca- aéea o la intensi-
. : . . ad de fluores-

siones determina qué tipo de colocaliza- cencia.

cién existe en su muestra, ya que ésta puede

Mediante
FRAP (del inglés
fluorescence recovery
after photobleaching) se
puede estimar el tiempo
de residencia de una
proteina en una deter-
minada estructura.
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ser parcial o las moléculas pueden no ser de
igualmente abundantes en una misma yla
estructura. Asi, entre los pardmetros que

. e L son
influyen en el andlisis de colocalizacién,

tridimensional (3D)

mas utilizadas del

Los andlisis
colocalizacion
reconstruccion

las aplicaciones

muestra

el diagnéstico al permitir estudios longitudinales en el 4mbito
molecular, el uso del MC no es frecuente en la practica cli-
nica, entre otras razones debido a la escasa penetracién en la

17,18

se pueden destacar la calidad de la mues- MC.
tra o el marcado y los ajustes de adquisi-
cién, todo ello crucial a la hora de obtener la
intensidad de sefial adecuada en la regién anali-
zada; el tipo de objetivo también incide en la resolucién y la
posible aberracién cromitica (cuando diferentes longitudes de
onda tienen planos de foco distintos, produciendo falsos nega-
tivos); la seleccion de los fluorocromos apropiados,
su barrido independiente (secuencial)
y el disefio apropiado de controles
permiten reducir falsos positivos
debidos al crosstalk (cuando al ex-
citar un fluorocromo se produce
sefial en el espectro de emisién
de un segundo fluorocromo),

Las protei-
nas fluorescentes
convertibles (optical
highlighters) permiten
realizar el seguimiento
del comportamiento di-

namico de una parte etc.

del total fje Uine El anilisis 3D mediante la adqui-

proteina. C . . . o
sicién seriada de secciones Spticas
permite estudiar estructuras interco-
nectadas entre si en distintos planos de
foco™. Hay numerosos programas

FRETy

de facil manejo capaces de gene-
rar planos laterales, proyecciones
verticales, reconstrucciones en
multiples dngulos o rotaciones
generadas a partir de series de
proyecciones (fig. 3A-F). Ade-
mids, es importante destacar que
estos programas permiten calcular
valores como longitud, drea o intensi-
dad de fluorescencia, haciendo del MC
una herramienta cuantitativa. El andlisis 3D no sélo es posible
en el dmbito celular'?; al utilizar objetivos de bajo aumento se
pueden hacer reconstrucciones de hasta 0,4 mm de grosor de
la superficie de embriones u 6rganos (fig. 3C), cortes de tejido,
o conjuntos de células embebidas en una matriz, que resultan
especialmente ttiles en estudios tisulares o de invasién tumoral
(fig. 3D, F).
Aparte de la fluorescencia, el MC detecta la re-
flexién de la luz en especimenes no marcados (fig.
3D). De hecho, los primeros MC desarrollados
en la década de 1960 se basaban principalmente
en la reflexién interna de la muestra (IR, del
inglés internal reflexion microscapy). Esta propie-
dad se utiliza actualmente en medicina (iz vivo
reflectance microscopy) aplicada al diagnéstico no
invasivo de lesiones de piel®, cérnea', en micosis®,
etc. También se han realizado estudios preliminares
sobre la utilidad del MC de fluorescencia en el

FLIM son aplica-
ciones que revelan
cuando y donde 2 pro-
teinas se unen covalen-
temente o cuando se
produce un cambio
conformacional en
una proteina.

El desarro-
llo de la inge-
nieria genética ha
hecho posible la ex-
presion de proteinas
“fluorescentes” en
células vivas.

Aplicaciones en células vivas:
proteinas acopladas a GFP y sus
variantes

El desarrollo de la ingenieria genética en la dltima década ha
hecho posible la expresion de proteinas “fluorescentes” en célu-
las vivas>*". Estas proteinas quiméricas se generan incorporan-
do la secuencia de una pequefia proteina fluorescente, como la
GFP, al gen de la proteina en estudio, lo que permite expresar
proteinas de fusién “fluorescentes” en las células, y asi abordar
los parametros dindmicos de las proteinas (4D, distribucién en
el tiempo). Es mds, analizando el comportamiento o el feno-
tipo celular producido tras la expresién de proteinas mutadas
acopladas a GFP, se pueden estudiar también las caracteristicas
funcionales, estructurales y/o reguladoras de las proteinas y sus
dominios peptidicos. La generacién de proteinas quiméricas y
la alta velocidad de barrido de los microscopios actuales (has-
ta 30 imdgenes por segundo) han propiciado el desarrollo de
aplicaciones como el FRAP (del inglés fluorescence recovery after
photobleaching). Mediante FRAP se puede estimar el tiempo
de residencia de una proteina en una determinada estructura
o compartimiento, midiendo para ello el tiempo que tarda en
recuperar la fluorescencia una regién que previamente se ha
blanqueado. El blanqueamiento o photobleaching se consigue
irradiando de manera intensa y prolongada los fluoréforos de
una regién de interés, haciendo que alcancen un estado ener-
gético inusual (rriplet) en el que dejan de ser fluorescentes. Los
primeros resultados de FRAP demostraron que la mayor parte
de las proteinas difunden a gran velocidad por el interior de
las células, residiendo desde apenas una fraccién de segundo,
a unos pocos minutos en la estructura en la que se visualizan,
cambiando el concepto de estructura “estable”. La GFP origi-
nal se ha modificado genéticamente para producir multitud de
variantes con nuevas propiedades, con las cuales han surgido
nuevas aplicaciones**. Un ejemplo son las proteinas fluores-
centes convertibles® (optical highlighters), que comienzan
a emitir fluorescencia (photo-activation) o cambian su
espectro de emisién (photo-conversion) al irradiarse a
una longitud de onda determinada,
que permite realizar el segui-
miento del comportamiento
dindmico de una parte del

total de una proteina®.
Otras aplicaciones permiten
obtener informacién por de-
bajo del limite de resolucién

Aparte de
la fluorescencia,
el MC detecta la
reflexion de la luz
en especimenes
no marcados.

diagnéstico. Un ejemplo son las enfermedades
ampollosas subepidérmicas autoinmunitarias,
donde a partir de biopsias de piel y mediante
analisis de colocalizacién se estudia la relacion
de los depésitos inmunitarios con los distin-
tos marcadores de la unién dermoepidérmica'®

(fig. 3B). Sin embargo, pese a su potencial para
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El analisis
3D mediante la
adquisicién seriada de
secciones Opticas per-
mite estudiar estructuras
interconectadas entre si
en distintos planos
de foco.

(FLIM, FRET), ya que miden

cambios en el comportamiento

de los fluoréforos que tienen lugar cuando éstos se

acercan entre s a escasos nandmetros®, y permiten

conocer dénde y/o cudndo 2 proteinas se unen cova-

lentemente, o cuindo tiene lugar un cambio confor-
macional en una proteina.



Fuentes de informacion

Los avances constantes en el disefio de fluorocromos, herra-
mientas, equipos y aplicaciones generan una cantidad de infor-
macién que puede resultar abrumadora®. No obstante, se pue-
den encontrar excelentes revisiones en revistas metodoldgicas,
como Nature Methods o Current Protocols in Cell Biology, que
abordan en profundidad y de manera individual desde los as-
pectos mds bésicos a las tltimas aplicaciones de la microscopia
de fluorescencia. Como fuente de informacion general, también
son interesantes los zuforials disponibles en red de algunas casas
comerciales®. La complejidad de la microscopia actual hace que
las unidades o servicios publicos de microscopia —en torno al
medio centenar en Espafia— consten no sélo de microscopios,
sino también de personal técnico especializado que manipula
los equipos y asesora a los usuarios en el disefio experimental,
la interpretacion de los resultados, o el procesamiento de datos
e imdgenes®.
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