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Resumen

La microscopia confocal es una herramienta ampliamente utilizada y de apoyo en el area
biomédica que ofrece la posibilidad de obtener imdgenes con una alta resolucién espacial.
Lo anterior se debe al principio de confocalidad que permite dirigir el haz de luz ldser que
ilumina la muestra a un plano focal limitado por el usuario, lo que evita que la adquisicién
de informacién quede fuera de foco, lo que mejora significativamente la resolucién espacial
en particular en el plano «z» (plano de profundidad) de una imagen, generando informacién
mds precisa que la que genera un sistema de fluorescencia convencional. Con la microscopia
confocal es posible obtener y analizar imagenes tanto de cultivos celulares, como de especi-
menes con un grosor en el rango de los cientos de micras tales como secciones de tejido que
contengan células y moléculas autofluorescentes o marcadas con fluoréforos. Su principal
ventaja radica en la obtencién de imégenes nitidas de planos correspondientes a 0.5 um de
grosor y que en conjunto con programas de imagenes de libre acceso, pueden realizarse re-
construcciones y andlisis en tres dimensiones de las imagenes adquiridas. El constante desarrollo
tecnolégico ha facilitado el uso de la técnica y el desarrollo de nuevas aplicaciones en areas
de la biomedicina, la biologia y la biotecnologia. El propésito de esta revision es dar a conocer
las aplicaciones de la microscopia confocal en el campo de la biomedicina, exponiendo las
ventajas que presenta con respecto a la microscopia de fluorescencia convencional y mostrar
que constituye una técnica de gran alcance en la investigacion biomédica que se encuentra
disponible en diversas instituciones educativas y de investigacién nacional, incluyendo el
Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Abstract

Confocal microscopy is a widely used technique with a broad range of applications in
biomedicine. It provides the possibility to acquire images from fixed tissue as well as from
living cells with a high-space resolution. This relies on the basic principle of confocality,
which allows to direct a beam of laser to a limited focal plane established by the user thus
preventing the acquisition of out-of-focus information. This in turn improves significantly
the spatial resolution of the acquired images (in particular in «z» or depth plane), generating
more accurate information than that provided by conventional fluorescence microscopy.
Confocal microscopy is particularly useful for acquiring and analyzing images from thick
specimens, such as tissue samples containing structures like cells and for observing subcel-
lular structures, which are either autofluorescent or have been targeted with fluorescent
molecules. The main adventage of the this technique is that it generates high-resolution im-
ages from as less as 0.5 microns in depth and that together with the use of free-access image
software, it allows to perform three-dimensional reconstructions. Continuous improvements
to the technique have made of confocal microscopy a fairly amenable tool for scientists
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working in biomedical, biological and biotechnological areas. The purpose of this review is
to provide a general view on the principles and applications of confocal microscopy in the
field of biomedicine discussing its acdvantages as compared to those offered by conventional
fluorescence microscopy. Confocal microscopy is a powerful tool in the field of biomedical
research and is readily available in microscopy facilities nationwide including the Instituto

Nacional de Rehabilitacion.

Introduccion

El desarrollo de la microscopia confocal surgié hace
més de 50 afios con la generacién de un primer
aparato disefiado por Marvin L. Minky en 1957. Sin
embargo, pasarian todavia 30 afios antes de que la
microscopia confocal empezara a usarse en las ciencias
bioldgicas.? La microscopia confocal hace uso de la
fluorescencia convencional, pero introduce el principio
de confocalidad, que se refiere a la colimacion de un
punto de luz en un plano particular de una muestra,
aunque hay diferencias importantes entre la micros-
copia convencional de fluorescencia y la confocal.®#
Asi, comenzaremos por mencionar en qué consiste la
microscopia de fluorescencia para después presentar
los principios y aplicaciones de la microscopia confocal.

La microscopia de fluorescencia convencional es
aquella que utiliza una fuente de luz, generalmente
una lampara de mercurio, xen6n o diodos emisores
de luz (LEDs) para excitar los electrones de moléculas
fluorescentes contenidos en una muestra. Estas molé-
culas absorben una parte de la energia proporcionada
por la luz y emiten fotones que se filtran en un rango
especifico de longitud de onda para ser captados por
el observador en una longitud de onda especifica. El
resultado permite visualizar estructuras microscopi-
cas, naturalmente fluorescentes o premarcadas con
diversos fluorocromos en células y tejidos de plantas
o0 animales.57” Por lo general, las muestras bioldgicas,
especialmente de tejido, tienen un grosor en el rango
de las decenas de micrometros. En términos de mi-
croscopia, esto representa una muestra gruesa y las
iméagenes que derivan de su observacion estan conta-
minadas por la luz emitida debido a la superposicion de
los elementos del tejido que estan fuera de foco, tanto
por encima como por debajo del plano enfocado. De
esta manera, la regién enfocada de interés contiene
la luz proveniente del plano focal, pero también de los
planos que estan fuera de foco (Figura 1).

Principio del sistema
de microscopia confocal

La microscopia confocal forma parte de las técnicas
de microscopia de luz fluorescente. No obstante,
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los microscopios confocales, a diferencia de los de
fluorescencia convencional, emplean laser como
fuente de luz. La posibilidad de obtener una imagen
confocal radica en que la luz proveniente del laser
pasa por un diafragma o pinhole, que consiste en
un pequeno orificio en el filtro detector de la luz que
impide el paso de la luz procedente de los planos de
la muestra que estan fuera de foco (Figura 2). Esto
da como resultado que el observador pueda recibir la
luz proveniente de una region de s6lo 500 nanémetros
de profundidad contenida en un corte de tejido cuyo
grosor esté en el rango de las decenas de micras. A
la imagen que contiene informacién de una zona de
grosor menor al de la muestra se le denomina «corte
Optico»; una de las grandes ventajas de la micros-
copia confocal es que permite realizar varios cortes
Opticos finos en muestras gruesas y ademas efectuar
reconstrucciones tridimensionales a partir de varios
cortes épticos continuos. Con la confocalidad es posi-
ble entonces obtener una imagen con la informacion
proveniente de la regién enfocada (en los planos x,
Y, z) y se elimina el resto de la luz proveniente de
la muestra. El resultado es una imagen con una alta
resolucion espacial en la que pueden distinguirse dos
puntos que se encuentran a una distancia de 200 pm
micras en los planos «x, y», y de 500 um micras en
el plano «z».81!

Otro de los componentes esenciales del microsco-
pio confocal es el detector o fotomultiplicador (photo-
multiplier tube) que multiplica la corriente producida por
la luz emitida, lo que facilita la deteccion de fotones
individuales provenientes de la muestra y moléculas
fluorescentes de interés aun cuando se encuentren en
cantidades muy bajas en la muestra. Los microscopios
confocales se manejan a través de una computadora
y un programa especializado, de manera que las ima-
genes de este tipo no pueden observarse a través de
los oculares, sino que se despliegan en el monitor de
una computadora.

Con el programa que controla el microscopio
confocal puede determinarse la ganancia de exci-
tacion de la muestra y obtener secciones Opticas
multiples en el plano «z», es decir en el plano de la
profundidad de la muestra. A partir de estas ima-
genes, es posible generar de forma automatizada
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Figura 1.

Comparacion entre imagenes
obtenidas con un microscopio
de fluorescencia y un sistema de
microscopia confocal. Rojo: nd-
cleos; verde: actina. A) Células
de neuroblastoma capturadas
con microscopia convencional
de fluorescencia, en las que se
observa la fluorescencia emiti-
da por un plano focal que com-
prende 7 pm de profundidad. A’)
Esquematizacion del plano focal
capturado en A). B) Se muestra el
mismo campo que en A) adqui-
rido con microscopia confocal,
en el que la fluorescencia emitida

corresponde a un plano focal que

comprende 1 pm de grosor. B’)

Esquematizacion del plano focal
capturado en B). Escala de cali-
bracién: 10 pm (imagen, cortesia
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Figura 2. Diagrama del sistema de microscopia laser
confocal. Se indica con flechas la incidencia, el reflejo
y la filtracion de la luz laser que impacta en la muestra
y la luz reflejada por ésta que llega al sistema de de-
teccion.

nes Biomédicas, UNAM).

una reconstrucciéon del tejido en el plano «z» (un
z-stack) que contiene la informacion del grosor de
todo el tejido con una alta resolucion espacial.?15
Si consideramos que el z-stack contiene la infor-
macién sumada de un nimero de planos focales, la
imagen resultante contiene tres dimensiones (3D).
El software permite girar la imagen 3D y asi obte-
ner informacién adicional de la muestra (Figura 3).
Estas herramientas de reconstruccién de imagenes
se han usado ampliamente en el campo de biome-
dicina para determinar la colocalizacion estructural
de elementos celulares que se encuentren a una
distancia maxima de 500 nanémetros.

Aparte del estativo o cuerpo del microscopio y
la computadora que controla los parametros de
adquisicion de la imagen, un microscopio confocal
requiere: 1) una fuente de luz con varios laser con
emisiones distintas que incluyan argén (458, 476,
488, 496 y 514 nm), helio-nedn (543 nm), helio-neén
(633 nm) y diodo azul (405 nm); 2) filtros 6pticos
de excitacion que permitan el paso de los rangos
de longitud de onda que se ajusten al espectro de
los fluorocromos que se desea excitar; y 3) filtros
de barrera que den el paso sélo a la fluorescencia

Investigacién en Discapacidad
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emitida en la longitud de onda que se desea detectar
eliminando otras no deseadas.!? Los microscopios
més modernos cuentan con un sistema de filtros
acusto-6pticos sintonizables «Acousto-OpticTu-
nableFilters (AOTFs)» que estan acoplados a una
o mas fuentes de luz laser y a un aparato electro-
optico que restringe las longitudes de onda tanto
de excitacion, como de emisién. Esta configuracion
permite el analisis de un mayor nimero de particu-
las fluorescentes que los microscopios que utilizan
filtros externos.

En cuanto a los objetivos, debe contarse con
aquellos que tengan aumentos mayores de 40x. Es
importante mencionar que los objetivos 10x y 20x
son utiles para enfocar la muestra al hacer la ob-
servacion por los oculares, pero no se usan para la
captura confocal, ya que la confocalidad se pierde.
La razon es que tanto la resolucion espacial como el
grosor optico de la seccion dependen de la apertura
numérica (N.A.) del objetivo (a mayor N.A. mayor
paso de luz y mayor resolucion) y los objetivos 10x
y 20x suelen tener N.A. bajas para propositos de
obtencién de imagenes confocales.® Vale la pena
acotar que todos los parametros de adquisicion de la
imagen (por ejemplo, filtros de emision y excitacion
a usar, objetivo, diametro del pinhole, sensibilidad
del fotomultiplicador) son decisidn del investigador
y que el programa realizard la captura de la imagen
con base en los parametros seleccionados.

Aplicaciones de la microscopia confocal

Los tipos de muestras que se analizan por micros-
copia confocal son basicamente los mismos que se
utilizan para observacién con epifluorescencia. El
investigador evalla muestras biolégicas incluidas
en parafina, congeladas o fijadas y montadas en
laminillas. Estas muestras pueden ser de tejidos
humanos, animales y vegetales, células en culti-
vo, cortes de érgano frescos y pequefias especies
como insectos, helmintos, protozoarios y una gran
variedad de organismos.”*® Con la utilizacién de
un sistema confocal invertido a diferencia de uno de
Optica vertical es posible trabajar con cajas y placas
de cultivo, asi como con organismos pequefios para
su observacion directa.'®%

La microscopia confocal sirve como herramienta
para estudios de expresion y coexpresién de protei-
nas u otro tipo de biomoléculas en una preparacion.
La colocalizacién o6ptica de dos biomoléculas, por
ejemplo, permite determinar si una proteina de interés
se expresa simultdneamente en una misma region
de la célula o si dos 0 mas proteinas se encuentran
fisicamente cerca bajo ciertas condiciones fisio-
I6gicas o patologicas. A través de esta técnica se
obtienen no sélo imagenes estaticas, sino también
se capturan procesos que ocurren en tiempo real.
En un sistema confocal acoplado a una incubadora
de células pueden disefiarse experimentos en los

Figura 3. Imagenes tridimensionales de proyecciones en el eje «y» obtenidas por microscopia confocal. (A-B) Se mues-
tran imégenes de secciones 6pticas obtenidas de un corte longitudinal de una vena humana umbilical perfundida con

células tumorales del linfoma U937 adheridas al endotelio vascular. Los niicleos endoteliales se observan en rojo al ser

tefiidos con yoduro de propidio (flecha blanca) y en color verde se observan las células U937 al ser marcadas por tincién
con carboxifluoresceina (flecha verde). En A) se muestra una imagen que puede rotar en distintos angulos. B) muestra
una imagen lateral de células tumorales verdes en medio de la zona de ntcleos de células endoteliales.
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gue el investigador sea capaz de monitorear todo un
proceso dinamico o cambios fisioldégicos y adquirir
videos en tiempo real de las observaciones para su
posterior analisis. Los procesos celulares que se
estudian pueden ser muy variados como actividades
enzimaticas, fagocitosis, apoptosis, reacciones de
oxidacion, pH intracelular, comunicacion o unién entre
células, entre otras.?'2

Algunas de las aplicaciones de la microscopia
confocal en la investigacion en biomedicina abar-
can: el andlisis de colocalizacion de biomoléculas
membranales o intracelulares; cambios en la expre-
sién y distribucion de moléculas en organelos y el
analisis 3D de componentes y organelos celulares
(Figura 4).224

En el area de la dermatologia, la microscopia
confocal se utiliza en el estudio de queratosis se-
borreica, angioma, queratosis actinica, melanoma
maligno, psoriasis y pénfigo vulgar, entre otras.?2
La microscopia confocal es de suma utilidad en el

YZ

Figura 4. Imagen confocal que contiene la informacion
de un z-stack. La imagen obtenida a partir de 10 sec-
ciones Opticas muestra la fluorescencia de células Hela
tenidas con mitotracker (verde) y lisotracker (rojo). Ima-
gen central: plano XY; las flechas amarillas indican los
planos ortogonales observados en YZ (superior) y XZ
(derecha) correspondientes a la imagen central. Nétese
que pueden definirselas regiones de colocalizacién y las
regiones en las que sélo se encuentran mitocondrias o
lisosomas. Escala de calibracién 20 micras.

area oftalmolégica, pues se usa como herramienta
diagndstica de infecciones de la cornea y en la eva-
luacién de la vasculatura del limbo, la conjuntiva, la
homeostasis celular ocular, la degeneracion macular
y permite la visualizacion in vivo, en tiempo real y con
alta resolucion de las delgadas capas de los tejidos
del globo ocular. Se usa también para identificar las
caracteristicas del proceso de cicatrizaciéon de heri-
das de la cornea tras una cirugia o por el desgaste
impuesto por el uso de lentes de contacto. Esta he-
rramienta se ha usado para monitorear los cambios
en la densidad de queratocitos de pacientes con
qgueratocono, asi como para observar los cambios
temporales en la densidad y la organizacion de los
nervios subepiteliales en respuesta a cirugia o en
procesos patoldgicos.?"2®

En el area musculo-esquelética, la incorporacion
de tetraciclina al hueso y su caracter fluorogénico ha
permitido evaluar por microscopia confocal procesos
como la osteonecrosis y osteorradionecrosis mandi-
bular.?® En estudios de osteoartritis (OA) se ha logrado
evaluar cambios en la morfologia de los condrocitos
y en la microestructura del cartilago de pacientes con
OA mediante la reconstruccion de imagenes en 3D.
En la colocacién de implantes o en terapias celulares
ha sido posible estudiar la regeneracion del tejido y
evaluar el estado de lubricacion de las articulaciones.
La medicina regenerativa y del desarrollo es otra de las
areas en las que la microscopia confocal es esencial,
ya que gracias a ella se han logrado capturar imagenes
de alta resolucion de etapas y alteraciones en el desa-
rrollo embrionario y la identificacion de proteinas en la
diferenciacion y regeneracion de tejidos u 6rganos.*°-%
El diagndstico genético es otra area beneficiada por la
microscopia confocal, pues en conjunto con la técnica
de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) ha sido
posible evidenciar genes candidatos involucrados en
enfermedades hereditarias, observandose su ubica-
cion a través del marcaje de cromosomas en células
vivas.%6:s7

En las patologias infecciosas y parasitarias, la
microscopia confocal permite monitorear procesos
de fagocitosis, autofagia y apoptosis en células
infectadas por diversos agentes patégenos como
el VIH, micoplasmas, Acanthamoeba, Aspergillus,
helmintos, algunos tipos de herpes virus, entre mu-
chas otras.34

En el &rea oncoldgica, esta técnica ayuda a identi-
ficar y determinar el espaciamiento de neovasos, asi
como la permeabilidad celular de los mismos y las
anormalidades estructurales que se presentan durante
la progresion tumoral, ya sea en biopsias o en modelos

Investigacién en Discapacidad
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animales. En modelos in vitro de melanoma se han
observado re-arreglos del citoesqueleto y cambios
en el perfil de proteinas involucradas en la invasién
tumoral. Algunas herramientas especializadas para
usarse in vivo derivadas del principio de confocalidad
como la endomicroscopia confocal (sin fluorescencia)
contribuyen a un mejor diagndstico de tumores como
en el cancer gastrointestinal %44

En modelos murinos de cancer de mama se ha estu-
diado el desarrollo de tumores y se ha identificado por
ultrasonido, imagenologia y por microscopia confocal la
formacion de microtumores en areas ductales y alveola-
res de lamama. Al igual que el ultrasonido existen otras
técnicas de imagen no invasivas como la resonancia
magnética, tomografia computarizada, la tomografia
por emision de positrones y la ecografia dptica, que evi-
dencian procesos de angiogénesis en seres humanos
y animales, pero éstos tienen una menor resolucion y
especificidad que la microscopia confocal, por lo que
estas técnicas pueden ser complementarias.*>46

Requisitos para analizar una muestra por micros-
copia confocal:

1) Pueden analizarse células fijas, muestras de tejido
0 especimenes de un grosor que no exceda el espa-
cio disponible entre una laminilla y un cubreobjetos.

2) Las muestras deben estar marcadas con moléculas
fluorescentes o ser autofluorescentes.

3) Los fluorocromos con los que se marquen las
muestras deben estar en correspondencia con los
laser y con los filtros de excitacion y emision con los
gue cuenta el microscopio, puesto que estos laser
deben ser capaces de excitar la molécula de interés
en la longitud de onda deseada. Los fluorocromos
comerciales pueden ser sustancias fluorescentes
como el ioduro de propidio o la carboxifluoresceina
o anticuerpos acoplados a fluorocromos y deben
considerarse los rangos de longitud de onda de
cada uno si van a utilizarse en la misma muestra.

4) El tejido bioldgico debe estar correctamente per-
fundido para evitar autofluorescencia proveniente
de células y vasos sanguineos.

Aplicaciones avanzadas
de microscopia confocal

Recuperacion de fluorescencia
por fotoblanqueo (FRAP)

La técnica de recuperacion de la fluorescencia poste-
rior al fotoblanqueo o FRAP (por sus siglas en inglés,
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Fluorescence Recovery After Photobleaching) es una
técnica que permite analizar la difusién y movimiento
de macromoléculas bioldgicas mediante el blanqueo
o destruccion de las moléculas fluorescentes en una
zona de interés de una muestra. Los estudios de
FRAP requieren que la muestra no esté fijada y puede
llevarse a cabo en células o tejidos vivos marcados
con particulas fluorescentes unidas a la molécula de
interés bioldgico.

Los experimentos de FRAP consisten en la obten-
cion de una serie de imagenes utilizando una inten-
sidad baja de laser para determinar la fluorescencia
inicial y luego se aplica un alto nivel de la luz durante
un tiempo corto en la region de interés para destruir
las moléculas fluorescentes. Posteriormente se cap-
tura la imagen nuevamente con una intensidad baja
del laser. Al final, se obtienen imagenes que permitan
analizar la redistribucion de las moléculas a través de
la recuperacion de la fluorescencia en el tiempo en la
region «blanqueada». Esta técnica se ha usado prin-
cipalmente para analizar la movilidad de las moléculas
de lipidos en la membrana celular y se puede utilizar
para el estudio de la dinamica de proteinas fuera de
la membrana, una region dentro del citoplasma o
estructuras celulares.

Transferencia de energia
por resonancia fluorescente (FRET)

La técnica de transferencia de energia de resonan-
cia Forster (fluorescente) o FRET (por sus siglas en
inglés, Forster or Fluorescence Resonance Energy
Transfer) se utiliza para determinar la proximidad entre
dos moléculas marcadas dentro de la célula o en un
mismo microambiente. Con ella es posible determinar
la colocalizacién a nivel molecular, puede utilizarse
tanto en preparaciones vivas, como en muestras fijas
y llevarse a cabo empleando microscopios de éptica
vertical e invertidos. El principio de FRET se basa en la
presencia de dos moléculas fluorescentes: un donante
y un receptor. La molécula «donante» se excita a una
longitud de onda especifica emitida por el laser. La
energia generada por la excitacion de esta molécula
excita a su vez otra molécula que se encuentra muy
cercana y esta ultima emite una fluorescencia detec-
table. Para que la transferencia de energia ocurra, el
espectro de absorcion del fluoréforo receptor debe
traslapar al de emision de fluorescencia del donador
y la distancia entre las dos moléculas debe oscilar
entre 1-10 nm.

La técnica de FRET es una herramienta valiosa
para el estudio y cuantificacién de las interacciones
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en transduccion de sefales, la sintesis de complejos
entre proteinas, la dinamica de membranas y el aco-
plamiento tridimensionales entre moléculas.

Incluso en la actualidad puede combinarse la cap-
tura de una imagen de microscopia electrénica con
la obtenida por el confocal, aportando una imagen
de la misma muestra con la informacion de ambos
sistemas; a esta técnica se le llama microscopia
correlativa.*’#°

Conclusiones

La microscopia confocal es una herramienta de
uso amplio en la investigacién biomédica y sus
diferentes aplicaciones abarcan la posibilidad de
realizar analisis desde un nivel tejido-estructural
hasta el molecular. Los avances cientificos que
esta técnica aporta la consolidan como una técnica
de vanguardia al alcance de nuestra comunidad
biomédica que permite fortalecer el vinculo con la
investigacion clinica.

Glosario de términos

Confocalidad: colimacién de un punto de luz en un
plano de profundidad particular de una muestra.

Corte Optico: imagen que despliega la luz emitida
por una region especificamente iluminada en el plano
«z» de una muestra.

Apertura numérica (A.N): se refiere a la capa-
cidad de coleccién de luz y poder de resolucion (a
una distancia fija) de un objetivo. Se define como:
A.N. =1.R. sen 6 donde |.R. es el indice de refraccion
del medio, por ejemplo, aire, agua o aceite y 0 es la
mitad del angulo del maximo cono de luz que sale o
entra al objetivo.

Resolucién espacial: se refiere al niumero de
pixeles utilizados en la construccién de una imagen
digital. Las imagenes con mayor resolucion espacial
se componen de un mayor nimero de pixeles que las
de menor resolucion espacial.

Pinhole (diafragma): colimador de luz que permite
el paso de un haz especifico de luz y es capaz de eli-
minar la luz desenfocada que proviene de diferentes
planos focales de una muestra gruesa.

Plano focal o plano 6ptico: se refiere al plano
en el que el objetivo proyecta a foco la imagen de
interés.

Z-stack: se refiere a reconstruccion en tres
dimensiones de una imagen a partir del apila-
miento digital de varias imagenes espacialmente
adyacentes.
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